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POVZETEK 
Liposomi spadajo v kategorijo nanodelcev, za katere je značilno, da vsaj v eni dimenziji ne 
presegajo 100 nm. Liposomi so zlasti zanimivi kot dostavni sistemi za ciljanje z 
zdravilnimi učinkovinami. Aktivno ciljanje omogočajo specifični ligandi na površini 
liposomov, medtem ko je pasivno ciljanje, predvsem tumorjev, posredovano z učinkom 
povečane permeabilnosti in retencije. Liposomi so vezilki sferične oblike, ki nastanejo z 
upogibanjem amfifilnega lipidnega dvosloja ter pri tem ukleščijo del topila. Liposome 
kategoriziramo po številu koncentričnih notranjih membran (lamel). Liposomi lahko 
veţejo (enkapsulirajo) tako lipofilne, kot hidrofilne molekule, odvisno tudi od načina 
njihove priprave. 
V okviru magistrske naloge smo optimizirali izdelavo liposomov z ţelenimi lastnostmi 
(velikost, učinkovitost enkapsulacije, uporabnost kot dostavni sistem). Preverili smo, kako 
različni mehanski načini priprave (ekstruzija, sonikacija in filtracija) vplivajo na velikost 
liposomov. Najmanjše liposome smo pripravili z uporabo kombinacije vseh treh načinov, 
vendar smo zaradi teţav s soniciranjem, za njihovo pripravo uporabljali kombinacijo 
ekstruzije s filtracijo. Z ekstruzijo dobimo majhne, unilamelne liposome, s filtracijo pa 
zoţimo porazdelitev velikosti veziklov in dodatno zagotovimo sterilnost. Z modelno 
spojino fluoresceina smo optimizirali učinkovitost enkapsulacije liposomov, s 
spreminjanjem hitrosti vrtenja ter prenosa lipidne faze v vodno fazo. Največjo 
enkapsulacijo, ki je v povprečju znašala okrog 6 %, smo dosegli z vrtenjem pri 800 obratih 
na minuto in prenosu, ki je skupno trajal 4 sekunde. Na podlagi optimiziranega protokola 
priprave, smo v liposome enkapsulirali vitamin C in jih kot dostavni sistem uporabili na 
celični liniji trojno negativnega raka dojk MDA-MB-231. V primerjavi s prostim 
vitaminom C (citotoksičnost nad 95 %), je liposomska oblika vitamina C manj učinkovita. 
Celo prazni liposomi so bili bolj citotoksični kot liposomi z vitaminom C, učinek pa je 
verjetno posledica prisotnosti enkapsuliranega etanola. 
Ključne besede: Liposomi, priprava, ekstruzija, sonikacija, fluorescein, vitamin C, MDA-
MB-231   
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ABSTRACT 
Liposomes are members of the nano-particle family and are characterized by at least one 
dimension not exceeding 100 nm. Liposomes are particularly interesting as drug targeting 
delivery systems. The active targeting is achieved using specific ligands on the surface of 
liposomes, while passive targeting, which exploits the enhanced permeability and retention 
effect, is used especially in tumours. Liposomes are spherical vesicles, consisting of a bent 
amphiphilic lipid bilayer that engulfs part of the solvent. There are several types of 
liposomes classified by the number of concentric inner membranes called lamellas. 
Liposomes are able to bind (encapsulate) both lipophilic and hydrophilic molecules, 
depending also on the technique, used in their preparation.  
In the course of the master's thesis we optimised the production of liposomes with desired 
characteristics (size, encapsulation efficiency, applicability as delivery system). We 
determined the effect of mechanical techniques of production (extrusion, sonication and 
filtration) on liposomal size. The smallest liposomes were prepared using the combination 
of all three techniques, but due to problems with sonication, the combination of extrusion 
with filtration was ultimately selected for their preparation. Extrusion produces unilamellar 
liposomes, while filtration gives narrower size distribution of the vesicles and additionally 
ensures sterility of the formulation. Fluorescein was used as a model substance for 
determining encapsulation efficiency by varying the speed of rotation and transfer of the 
lipid phase into the aqueous phase. The highest encapsulation, which was on average about 
6 %, was achieved at 800 turns per minute and the total transfer time of 4 seconds. Using 
the optimised preparation protocol, we encapsulated vitamin C into the liposomes and used 
them as a delivery system to the triple negative breast cancer MDA-MB-231 cell line. 
Compared to free vitamin C, which on average decreased cell viability more than 95 %, the 
liposome formulation with vitamin C was not as cytotoxic. Even empty liposomes were 
more cytotoxic than liposomes containing vitamin C, the effect being probably attributable 
to the presence of encapsulated ethanol. 
Keywords: Liposomes, production, extrusion, sonication, fluorescein, vitamin C, MDA-
MB-231  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
Df  Stopnje prostosti 
DSZ  Dostavni sistem(i) za zdravilne učinkovine 
DV  Dializna voda – voda po končani dializi 
EF  Učinkovitost enkapsulacije (ang. Encapsulation efficiency) 
EGFR  Tirozin kinazni receptor, ki spada v ErbB druţino receptorjev (ang. 
Epidermal growth factor receptor) 
EPR  Učinek povečane permeabilnosti in retencije (ang. Enhanced Permeability 
and Retention effect) 
FBS  Fetalni goveji serum (ang. Fetal Bovine Serum) 
FDA  Ameriška Agencija za hrano in zdravila (ang. Food and Drug 
Administration) 
HER-2  Receptor humanega epidermalnega rastnega dejavnika št. 2 (ang. Human 
epidermal growth factor receptor 2) 
HP  Hitrost prenosa 
HPLC  Visoko zmogljivostna tekočinska kromatografija (ang. High-performance 
Liquid Chromatography) 
HV  Hitrost vrtenja 
LUV  Veliki unilamelni vezikli (ang. Large unilamellar vesicles) 
MLV  Veliki multilamelni vezikli (ang. Large multilamellar vesicles) 
MTP  Mikrotitrska plošča 
MVL  Multivezikulni liposom (ang. Multivesicular liposome) 
ND  Nanodelec(-ci) 
NK  Negativna kontrola 
NMR  Jedrna magnetna resonanca (ang. Nuclear magnetic resonance)  
PBS  Fosfatni pufer (ang. Phosphate-buffered saline) 
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PCS  Fotonska korelacijska spektroskopija (ang. Photon Correlation 
Spectroscopy) 
RPM   Obrati na minuto (ang. Revolutions per minute) 
SUV  Majhni unilamelni vezilki (ang. Small unilamellar vesicles) 
VEGF  Receptor  za rastni dejavnik ţilnega endotelija (ang. Vascular endothelial 
growth factor receptor) 
ZP  Zeta potencial 
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1. UVOD 
1.1. NANODELCI 
1.1.1. OSNOVE 
Definicij za nanodelce (ND) je veliko, vendar imajo vse enak imenovalec, in sicer da delec 
v vsaj eni dimenziji ne presega 100 nm (1, 2). ND razdelimo v več podtipov med katerimi 
so najpogostejši organski in anorganski, v uporabi pa so tudi mešani ND. Primeri 
organskih ND so liposomi in dendrameri, primeri anorganskih pa fulereni, magnetni ND, 
zlati ND, kvantne pike in nanocevke (3, 4, 5, 6, 1). Poleg velikosti ima ključen vpliv na 
lastnosti ND njegova mejna plast oz. plašč. Plašč običajno sestavljajo organske molekule, 
ki delujejo kot stabilizatorji, zaščitni sloj ali površinski ligandi (1). Glavna odlika ND pa je 
njihova majhnost (oz. velikostno razmerje med površino in volumnom), zaradi katerega 
pridobijo nove fizikalno-kemijske lastnosti, posledično pa značilno večjo kemijsko 
reaktivnost za vezavo. Tako lahko delec velikosti 1 nm, na svoji površini izpostavi tudi do 
60 % vseh svojih atomov (7). Nanotehnologija je nepogrešljiva sestavina mnogih področjih 
znanosti, zlasti medicine, diagnostike in farmacije kot dostavni sistemi za zdravilne 
učinkovine (DSZ), za detekcijo pri diagnostičnem slikanju, kot materiali v regenerativni 
medicini, za terapijo rakavih bolezni in vrsto drugih namenov (slika 1). 
 
Slika 1: Pregled uporabnosti ND na področju medicine, diagnostike in farmacije. Povzeto po (2). 
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1.1.2. TOKSIČNOST NANODELCEV 
Poleg koristnih namenov uporabe, pa so ND lahko tudi potencialno toksični. Človek je ţe 
od malih nog izpostavljen materialom nano velikosti, vse bolj razvijajoča se 
nanotehnologija pa zaskrbljenost med ljudmi samo še povečuje. Zaradi svoje majhnosti, 
ND zlahka najdejo pot v človeško telo in s prehajanjem skozi biološke ovire tudi do najbolj 
občutljivih organov v telesu. Toksičnost ND delno korelira z njihovo majhnostjo. Na 
ljudeh in ţivalih so potrdili, da, odvisno od svojih lastnosti, ND po vdihavanju zaidejo v 
jetra, vranico, srce, pljuča in celo moţgane. V literaturi med drugimi Long et al. poročajo o 
ND TiO2 velikosti 30 nm, ki prodirajo do celic glia v moţganih, le-te pa ob njihovi 
prisotnosti sproščajo znatne količine radikalov, ki povzročajo oksidativni stres, ki lahko 
privede do bolezni, kot sta Alzheimerjeva in Parkinsonova bolezen. Razpolovni čas ND v 
telesu znaša tudi do 700 dni, kar je zlasti škodljivo za respiratorni in ţivčni sistem (7, 8).   
V večini primerov se ljudje niti ne zavedajo, da so izpostavljeni ND, saj so prisotni pri 
vsakdanjih opravilih, kot je izpostavljenost ogljikovim ND ob kresovanjih, ND v 
kozmetiki, prehrani, čistilih, samočistilnih premazih, antibakterijskih prevlekah, v tekstilu, 
detergentih, sončnih kremah, cigaretnem dimu, sesanju s slabim zračnim filtrom ali pri 
razprševanju pršila za čevlje z ND. Ob uporabi tovrstnih izdelkov je potrebno natančno 
upoštevati varnostne zaščitne ukrepe. Ţal veliko izdelkov na trgu še ni bilo testiranih z 
vidika morebitnih toksičnih učinkov ND. Študije nanomaterialov in nanotoksičnosti so 
zelo kompleksne, saj se v primerjavi z običajnimi snovmi v enaki masi ND nahaja do nekaj 
milijonkrat več delcev z bistveno večjo aktivno površino (7). Zagotavljanje neškodljivosti 
izdelkov, ki vsebujejo ND, tako ostaja še naprej velik izziv.  
 
1.1.3. NANOFORMULACIJE KOT DOSTAVNI SISTEMI ZA ZDRAVILNE 
UČINKOVINE IN DRUGE BIOMEDICINSKE APLIKACIJE 
Zanimanje za nanoformulacije zdravil iz leta v leto narašča zlasti kot DSZ. Razlog za to je 
v tem, da imajo nanooblike izboljšane lastnosti v primerjavi s konvencionalnimi 
zdravilnimi oblikami in omogočajo ciljano dostavljanje zdravilnih učinkovin na ţeleno 
mesto delovanja. Nanooblike predstavljajo marsikdaj inovativno rešitev, kjer 
konvencionalne oblike odpovedo oziroma je njihova uporabnost omejena (9, 6). 
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Zdravilne učinkovine, ki so zelo vodotopne ali imajo visoko molekulsko maso teţje 
prehajajo celične membrane in se posledično slabo absorbirajo. Po drugi strani pa imajo 
podaljšan čas absorpcije tudi zdravilne učinkovine, ki so slabo vodotopne, saj niso 
ionizirane in posledično niso raztopljene. V obeh primerih je končni izid slaba biološko 
uporabnost in zmanjšana terapevtska učinkovitost. Z nobeno formulacijo ni namreč 
mogoče pokriti vseh ţelenih fizikalno-kemijskih lastnosti dostavnih sistemov, zlasti če gre 
za ciljano dostavo (9).  
V biomedicinske namene se uporabljajo različni ND (npr. kovinskih ND, nanokristali, 
nanopolimeri, liposomi in drugi) za zdravljenje rakavih, nevroloških, srčno-ţilnih in drugih 
bolezni. Na sliki 2 so prikazane nanoformulacije učinkovin, ki jih je med 1995 in 2016 
odobrila Ameriška agencija za hrano in zdravila (FDA). Od teh je pribliţno osmina 
formulacij v obliki liposomov (10). Izbira oblike nanozdravila je odvisna od ţelene oblike 
in velikosti delcev, biokemijskih lastnostih zdravilne učinkovine in tarčnega molekulskega 
prijemališča za terapijo (9, 11). Med najpogostejše načine aplikacije nanozdravil spadajo 
peroralno, nazalno, parenteralno, intravensko in intraokularno dajanje. ND zasledimo tudi 
pri cepivih. Poleg nanozdravil, se ND uporabljajo tudi za  slikanje tkiv in organov (npr. kot 
kontrastna sredstva pri slikanju NMR), ter v regenerativni medicini, kjer ND sluţijo kot 
ogrodje v poškodovanih tkivih. Nekateri ND, kot so grafeni in nanocevke, imajo unikatne 
električne lastnosti in se zato v diagnostiki uporabljajo v raznovrstnih komponentah 
senzorjev in detektorjev (2, 3).  
 
Slika 2: a) FDA odobrene nanoformulacije v % od leta 1995 do 2016. b) Tortni diagram FDA odobrenih 
nanoformulacij celokupno po kategorijah. Legenda: rdeča – miceli, oranţna – kovinski ND, vijolična – proteinski 
ND, zelena – nanokristali, rumena – liposomi, modra – nanopolimeri. Povzeto po (10). 
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1.1.4. PASIVNO IN AKTIVNO CILJANJE 
Glavna naloga dostavnega sistema je dostavljanje zdravilne učinkovine na ţeleno mesto v 
tkivu. Specifični dostavni sistemi omogočajo bolj ciljano in podaljšano sproščanje 
zdravilnih učinkovin ter posledično boljši terapevtski učinek. 
Poznamo aktivno in pasivno ciljanje. Pri aktivnem ciljanju je DSZ opremljen z ligandi, ki 
se lahko specifično poveţejo z receptorjem v tkivu. Pasivno ciljanje z ND pa obsega 
predvsem tako imenovani učinek povečane permeabilnosti in retencije (EPR), zlasti pri 
ciljanju tumorskih tkiv. Za tumorje je namreč značilna prizadeta in puščajoča vaskulatura, 
ki je osnova za omenjeni učinek. Poleg tumorjev se pasivno ciljanje uporablja tudi na 
vnetnih mestih in mestih okuţb (12). 
Ligandi na liposomih, uporabljenih za aktivno ciljanje (v t.i. aktivno usmerjenih liposomih) 
sluţijo prepoznavanju molekulskih tarč na ciljnih celicah. Tarčna dostava zdravilne 
učinkovine onemogoči vezavo učinkovine na ne-tarčna mesta in tako zmanjša neţelene 
učinke zdravila. Monoklonska protitelesa ali peptidi, uporabljeni kot ligandi prepoznavajo 
receptorje, ki jih npr. določeni tipi rakavih celic na svoji površini povečano izraţajo. Tak 
primer sta receptorja za folat in transferin, preko katerih se liposomi specifično veţejo na 
tumorske celice, vanje vstopajo z endocitozo in v njih kopičijo protitumorsko učinkovino. 
Poleg specifičnosti povezave med površinskimi receptorji in liposomskimi ligandi pa je za 
terapevtski učinek potrebna tudi zadostna afiniteta. Med najbolj pogosto uporabljene 
receptorje za aktivno ciljanje z liposomi spadajo receptorji za folat, transferin, EGFR
1
 , 
HER-2, VEGF
2
 in drugi (13). 
Značilnost tumorskih celic je pospešena rast novih ţil, za preskrbo trdnega tumorja s 
hranili in kisikom. To izkoriščamo pri pasivnem ciljanju. V nasprotju z normalnimi ţilami 
ima tumorska vaskulatura nepopolno endotelijsko plast z večjim razmikom med celicami 
(14). Razmik je odvisen od tipa tumorja in znaša med 100-700 nm, kar je znatno več v 
normalnem epiteliju, kjer razmik znaša 5-10 nm (13). To vodi v bistveno večjo prepustnost 
                                                 
 
 
1
 Tirozin kinazni receptor, ki spada v ErbB druţino receptorjev 
2
 Vascular endothelial growth factor receptor 
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ţil. Skupaj s slabim obsegom ovitosti endotelijskih celic s periciti in dejstvom, da je v 
veliki večini tumorjev perivaskularna gladka muskulatura odsotna, to še poveča 
transendotelno permeabilnost. Raziskave kaţejo, da ND prehajajo skozi te prepustne in 
ohlapne ţile in tako laţje doseţejo tumorski prostor. Tam se ND tudi dlje zadrţujejo, saj 
tumorji nimajo vzpostavljene limfne drenaţe ali pa je ta zelo slaba. Omenjeni pojav se 
imenuje »učinek povečane permeabilnosti in retencije« (EPR) (14, 13). 
Da lahko ND ostanejo dlje v obtoku, morajo biti dovolj veliki, da jih ledvice ne izločijo 
prehitro, po drugi strani pa dovolj majhni, da jih makrofagi ne prepoznajo in fagocitirajo. 
Zgodi se tudi lahko, da se, zaradi (pre-)počasnega puščanja ţil, zdravilo v času, ki je 
potreben za terapevtsko akumulacijo, ţe izloči ali presnovi (14). 
V nasprotju s konvencionalnimi zdravilnimi oblikami, ki sproščajo zdravilno učinkovino v 
obtok, se liposomi in drugi ND zadrţujejo v intersticijskem prostoru tumorjev dlje tudi 
zato, ker niso podvrţeni ponovnemu prevzemu v cirkulacijo zaradi difuzije (13).  
 
Slika 3: Shematski prikaz EPR učinka. [1] Z zdravilno učinkovino napolnjen ND ni zmoţen prehajati normalnega 
epitelija, tako kot je to sposobna [4] prosta oblika učinkovine. [2] Razmik med celicam na patološkem mestu [3], 
skozi katere ND lahko preidejo in se akumulirajo, s tem pa ustvarijo visoko lokalno koncentracijo zdravilnih 
učinkovin. Povzeto po  (12).  
 
  
Magistrska naloga Aleks Peternel 
 
 
6 
 
1.2. LIPOSOMI 
1.2.1. OSNOVE 
Prve raziskave nabrekanja tankih lipidnih filmov zasledimo ţe v sredini devetnajstega 
stoletja. Področje liposomov je dobilo širše zanimanje šele v šestdesetih letih, ko je Alec 
Bangham leta 1964 z ekipo preučil unikatne lastnosti in predpostavil potencialne aplikacije 
liposomov v različnih vejah znanosti (15). Vse od takrat je področje, z vmesnimi padci 
zanimanja, v porastu. Beseda liposomi izvira iz grške besede ''maščobna telesca'', danes pa 
jih smatramo in opisujemo kot lipidne vezikle sferične oblike, sestavljene iz upognjenega 
lipidnega dvosloja, v katerem je ujet del topila. Liposomi lahko vsebuje več koncentričnih 
membran ali lamel na podlagi katerih jih poleg njihove velikostjo tudi poimenujemo. Tako  
poznamo velike multilamelne vezikle (MLV) ter majhne in velike unilamelne vezikle 
(SUV, LUV) (16).  
 
Slika 4: Shematski prikaz različnih vrst liposomov in njihovi velikostni razredi. V multilamelnih liposomih (MLV) 
se znotraj največje lamele nahaja več manjših lamel. Velike unilamelne liposome (LUV) sestavlja ena lamela 
velikega premera.  Majhni unilamelni liposomi (SUV)  so podobni LUV, le da so precej manjši in posledično imajo 
tudi najmanjši premer. Povzeto po (17) 
Vezikle tvorijo amfifilne molekule, zato so liposomi sposobni vezati (enkapsulirati) tako 
lipofilne, kot tudi hidrofilne molekule. Vodotopni del amfifilnih molekul predstavlja 
polarna glava, ki je lahko preprosta ali fosfatidilna. Najpogostejše hidrofilne skupine 
polarne glave so navedene v preglednici I (16). 
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Preglednica I: Najpogostejše hidrofilne skupine v amfifilni molekuli. Povzeto po (16) 
 
Preproste polarne glave 
Fosfatidilne polarne glave 
(𝑃𝑂4
−) 
Hidroksi 
skupina 
−OH Fosfatidil - Holin 
Karboksi 
skupina 
−COO-H+, M+ Fosfatidil - etanolamin 
Sulfo skupina −SO3M
+
 Fosfatidil - glicerol 
Amino skupina −𝑅𝑁𝐻3
+𝑋3 Fosfatidil - serin 
Fosfo skupina −𝑃𝑂4𝐻 Fosfatidil - inozitol 
 
Hidrofobni del amfifilne molekule običajno tvorita ena do dve maščobni kislini, dolgi od 
8-24 ogljikovih atomov, pri čemer so vezi med njimi lahko nasičene ali nenasičene (16).  
Od strukture liposoma so odvisne tudi njegove lastnosti, ki neposredno vplivajo na njihovo 
aplikacijo, npr. osmotska aktivnost, permeabilnost liposomskega dvosloja za različne 
topljence, kemijska sestava in površinske lastnosti veziklov (16). 
Enkapsulirane vodotopne molekule prosto plavajo v topilu v notranjosti liposoma, 
hidrofobne molekule pa so zasidrane v lipidni dvosloj liposoma. Poznamo tudi primere, 
kjer se hidrofilne molekule v notranjosti nahajajo v tako veliki koncentraciji, da 
precipitirajo ali tvorijo gel. Kot ţe omenjeno, lahko za namene aktivnega ciljanja, na 
površino lipidnega dvosloja pripnemo ligande v glavnem proteinskega izvora (16). 
1.2.2. MEHANIZMI TVORJENJA LIPOSOMOV 
Liposomi nastanejo iz enostavnega lipidnega dvosloja, bodisi z »brstenjem« ali s 
zapiranjem malih dvoslojnih lipidnih fragmentov samih vase. Teţko je določiti, kdaj 
nastopi prvi in kdaj drugi mehanizem, mehanizem tvorjenja pa je odvisen od same metode 
priprave. V primeru ekstruzijske priprave LUV, sta procesa praktično neločljiva, medtem 
ko sta pri pripravi MLV disperzije z visokim vnosom energije procesa strogo ločena. Lasic 
v zapisih domneva, da sta za te transformacije ključni dve sili – upogljiva elastičnost 
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dvosloja in robna energija, ki ustvarita odprtino oziroma povzročita upogibanje znotraj 
membrane. Drug mehanizem tvorjenja liposomov, ki je značilen za metode, ki se začno z 
dodajanjem vodne faze v oljno, pa se imenuje reverzno micelno zlitje (16). 
1.2.3. METODE PRIPRAVE LIPOSOMOV 
Poznamo celo paleto metod za pripravo liposomov, odvisno od namena uporabe, ţelenih 
lastnosti in vrste veziklov (MLV, LUV ali SUV). Liposomi se glede na izbrano metodo 
priprave razlikujejo v učinkovitosti enkapsulacije (EF), permeabilnosti dvosloja, stabilnosti 
ipd. Pripravljanje metode v grobem delimo na: 
a.) Metode hidracije tankega lipidnega filma, 
b.) injekcijske metode, 
c.) demulzifikacijske metode, 
d.) druge, manj pogoste metode iz (semi)sintetičnih lipidov (16). 
METODE HIDRACIJE TANKEGA LIPIDNEGA FILMA 
Originalni postopek priprave je zajemal le nekaj enostavnih korakov. Bistvo je bila 
hidracija tankega lipidnega 
filma na dnu bučke s 
preseţkom vodne faze in 
sledečim intenzivnim 
stresanjem. Variacije tega 
postopka vključujejo 
spremembo topila, dodatek 
inertnih kroglic iz teflona ali 
stekla (za sušenje lipidov) in 
različne načine hidracije 
oziroma stresanja (trajanje, 
temperatura, način in 
intenziteta). Z metodami hidracije tankega lipidnega filma se predvsem tvorijo veliki MLV 
(16). 
  
Slika 5: Shematski prikaz priprave liposomov s hidracijo tankega 
lipidnega filma. Povzeto po (16) 
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INJEKCIJSKE METODE 
Injekcijska metoda ima izjemen pomen v zgodovini priprave liposomov, saj je bila ena 
prvih metod za pripravo populacije SUV brez uporabe soniciranja. Najpogostejša je 
injekcijska metoda z etanolom, ki je enostavna, ne vsebuje potencialno škodljivih 
kemikalij in ne zahteva drugih mehanskih obdelav. Od prve objavljene izvedbe Shmuela 
Batzri-ja in Edward D. Korn-a iz leta 1973 (18), je področje injekcijske metode znatno 
napredovalo (16). 
Vsem je skupna osnova, ki temelji na injiciranju v organskem topilu raztopljenih lipidov v 
različne vodne faze pri različnih 
eksperimentalnih pogojih (temperatura 
vodne in organske faze, hitrost dodajanja 
ter hitrost mešanja). Za raztapljanje 
lipidov večinoma uporabljamo nepolarna 
topila, ki se ne mešajo z vodo, lahko pa 
tudi topila, ki se (delno) mešajo z vodo 
(16). 
Slabost metode so potencialni ostanki 
etanola v liposomski suspenziji, zaradi 
česar je potreben dodaten korak 
odstranitve etanola z dializo ali spiranjem 
na ultrafiltru. Koncentracija pridobljenih 
veziklov s to metodo je relativno nizka 
(16, 18), vendar metoda omogoča 
enostavno povečanje obsega priprave 
(scale-up) za izdelavo večjih količin 
produkta, kar je zlasti mikavno za industrijo. V takšnih izvedbah uporabljamo neposredno 
stresanje in prelivanje lipidne faze v vodno fazo, ob hkratnem mešanju. S tem pa ne 
dobimo več SUV veziklov, temveč heterogeno mešanico MLV, pri čemer lahko velikost in 
lamelnost uravnavamo s hitrostjo dodajanja lipidne faze. V izvedbah povečanega obsega 
priprave se uporablja višje koncentracije etanola, ki se kontinuirano odstranjuje s 
Slika 6: Shematski prikaz injekcijske metode. Z batom v 
brizgi etanolno raztopino lipidov potisnemo skozi tanko 
iglo  v vodno fazo, kjer je prisotno mešalo. TB – kad za 
uravnavanje temperature. Povzeto po (16) 
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pomoţnimi sistemi, povezanimi z injektorjem. Na sliki 7 je prikazana kompleksnejša 
izvedba injekcijske metode (16).  
 
Slika 7: Shematski prikaz napredne izvedbe injekcijske metode. RZ - rezervoar za lipidno fazno; Č- črpalka; VČ - 
vakuumska črpalka; ZT - zbiralna kad za topilo. Povzeto po (16) 
 
Čeprav se v manjših izvedbah uporablja predvsem dodajanje lipidne faze v vodno, pa pri 
večjih izvedbah velikokrat najdemo tudi obraten postopek. Dodatek vodne faze v lipidno je 
pri večjih količinah in višjih temperaturah tehnično laţje izvedljiv (16). 
Alternativa injekcijski metodi z etanolom, je uporaba etra (ali drugih topil, ki se ne mešajo 
z vodo) namesto etanola. Eter se slabše meša z vodo, pri tem se lahko uporabijo tudi višje 
koncentracije lipidov. Poleg tega je pri injekcijski metodi z etrom hitrost dodajanja z 
mehanično črpalko znatno počasnejša. Ob stiku s toplo vodno fazo eter izhlapi, ostanke pa 
se še dodatno odstranijo z dializo. Nastali LUV imajo zelo visoko EF (16). 
 
DEMULZIFIKACIJSKE METODE  
Čeprav so bile demulzifikacijske metode znane ţe pred časom, pa so postale zlasti 
zanimive šele, ko se je pojavila potreba po liposomih z visoko enkapsulacijo. 
Demulzifikacija je prekinitev oz. razplastitev vode in olja oziroma gre destabilizacijo 
emulzije. Enkapsulacija visokega odstotka vodne faze je v praksi vse prej kot lahko delo. 
Poročajo o veziklih, ki so sposobni več kot 50 % enkapsulacije vodne faze, zlasti to velja 
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za t.i reverznofazno evaporacijsko metodo. Sama metoda je podobna injekcijski, saj se 
organska faza uvede v vodno fazo. Za razliko od injekcijske metode, kjer se topilo hitro 
odstrani  s hitrim mešanjem ali izparevanjem, se organsko fazo pri reverznofazni 
evaporacijski metodi odstranjuje počasi. Pri reverznofazni metodi se tvori emulzija tipa 
voda-v-olju (v/o) ali celo dvojna (v/o/v) emulzija. Mogoče so celo (mikro)emulzije olje-v-
vodi (o/v) in o/v/o. Lipidne molekule se oblikujejo v monosloj okrog vodnih kapljic, 
organska faza se počasi odstranjuje in v določenem trenutku se invertni miceliji zlijejo v 
liposome različnih velikosti z različnim številom lamel. Priprava z reverznofazno 
evaporacijo je zaradi ţe omenjene visoke enkapsulacijske sposobnosti najpopularnejša 
metoda priprave liposomov, zlasti v raziskovalnem okolju, kljub temu da je priprava 
dolgotrajna in relativno zahtevna (16, 19). 
 
Slika 8: Primerjava v pripravi liposomov z metodo hidracije tankega lipidnega filma in metode reverzno fazne 
evaporacije.  Povzeto po (20) 
   
1.2.4. UPORABA LIPOSOMOV IN RAZVIJAJOČA PODROČJA 
Liposomi se uporabljajo na številnih področjih bioznanosti; v bazičnih raziskavah o 
oblikah celic in funkciji membran, v aplikativne namene pa se liposomi uporabljajo kot 
transfekcijski vektorji in v medicinski diagnostiki. Veliko jih uporabljajo v kozmetični 
industriji, predvsem kot gele, najdemo pa jih tudi v bolj nenavadnih materialih, kot so na 
primer samoobnovitvene barve. Tovrstne barve namreč vsebujejo liposome, ki imajo 
enkapsulirano »rezervno« barvo. Ob poškodbi se iz njih sprosti barva, kateri je navadno 
dodan še nek polimer, skupaj pa zapolnita razpoko in obnovita površino (16). Zelo 
pomembni so liposomi kot dostavni sistemi za zdravilne učinkovine (DSZ), predvsem 
kemoterapevtikov. Na trţišču je zlasti poznan klinično odobren Doxil®. Gre za proti-
rakavo učinkovino doksorubicin v liposomski obliki. Uporablja se za zdravljenje z AIDS-
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em povezanega Kapošijevega sarkoma, raka dojke, raka jajčnikov in drugih trdnih 
tumorjev, uporablja pa se ga intravensko (21). Na voljo so tudi druge protirakave 
formulacije. V liposomski obliki najdemo tudi druge učinkovine, od protiglivičnih zdravil 
(Abelcet® - Amphotericin B v liposomski obliki) do protibolečinskih učinkovin 
(DepoDur™ - morfijev sulfat v liposomski obliki) (22). 
1.3. VITAMIN C IN RAK  
Vitamin C je pomemben antioksidant, za pomanjkanje katerega ocenjujejo, da v razvitem 
svetu trpi do 13 % prebivalstva. Pojavljajo se tudi primeri skorbuta. Najpogostejši 
dejavniki tveganja so alkoholizem, kajenje, malnutricija in malabsorbcija (23, 24, 25, 26). 
Antioksidativni učinki vitamina C so lahko direktni, torej oksidacija lastnih elektronov (je 
elektron donor), ki se veţejo na proste radikale in povzročijo njihovo nevtralizacijo. Lahko 
pa so tudi posredni. Vitamin C namreč pomaga pri obnovi antioksidativnih lastnosti 
vitamina E (27, 28).  
Antioksidativni učinki so prisotni v normalnih fizioloških pogojih. Ima pa vitamin C lahko 
tudi nasprotno vlogo, in sicer pro-oksidativne učinke. Ti so večinoma prisotni v patoloških 
pogojih. V normalnih pogojih pri oksidaciji askorbinske kisline dobimo relativno stabilni 
askorbat radikal, ki pa, če ni reduciran nazaj v askorbinsko kislino s pomočjo glutationa, 
pri nevtralnem pH razpade v oksalno kislino. Ta se izloči skozi ledvice. V patoloških 
stanjih pa v večini primerov ne pride do redukcije nazaj v askorbinsko kislino. Pro-
oksidativne lastnosti povzročajo oksidativni stres. Ta nastaja z proizvajanjem reaktivnih 
kisikovih spojin, ali z inhibiranjem antioksidativnega sistema ob prisotnosti ţeleza. 
Askorbat namreč sluţi kot elektron donor kisiku za tvorbo vodikovega peroksida (H2O2).  
(29, 27) 
 
Slika 9: Redoks reakcije askorbinske kisline. Povzeto po (30) 
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O delovanju vitamina C in njegovih anti-oksidativnih in pro-oksidativnih lastnostih, je bilo 
opravljenih veliko študij, med drugim tudi njegova potencialna uporaba za preventivo in 
zdravljenje nekaterih vrst rakavih bolezni (npr. spodbujanje apoptoze rakavih celic dojke 
Sant et. al.) (31). Za pionirja raziskav vitamina C kot protirakave zdravilne učinkovine 
velja Linus Pauling, ki je v sedemdesetih letih prejšnjega stoletja v knjigi »Vitamin C and 
Cancer« poročal, da so visoki odmerki tistim bolnikom, ki so v skupini 100-ih bolnikov s 
terminalnim stadijem raka jemali vitamina C,  podaljšali ţivljenje za 3-4x v primerjavi z 
bolniki v kontrolni skupini. Študija je vzdignila kar nekaj polemik v znanstvenem okolju, 
saj veliko študij, med drugimi tudi dve obseţni raziskavi na Mayo kliniki, ni moglo 
ponoviti rezultatov v isti meri. Prvi razlog naj bi bili različni pristopi in načrtovanje 
raziskave. Drug in verjetno bolj pomemben faktor pa je dejstvo, da pacientom v teh 
študijah ne smejo odreči standardne protirakave terapije. To pa pomeni, da je vitamin C 
administriran istočasno kot na primer kemoterapija, posledično pa se ne da ločiti učinka 
ene terapije od druge. Kot poročajo Chambial et. al (26), terapevtska vrednost vitamina C 
tako ni popolnoma jasna, vendar ne morejo pa zanikati zdravstvene izboljšave ob 
souporabi obeh pristopov. Od takrat je bilo na to temo objavljenih ţe preko petdeset tisoč 
študij, od katerih so se številne podrobneje ukvarjale s protirakovim učinkom vitamina C 
(26, 32, 31). 
Kar nekaj izmed teh raziskav je potrdilo, da vitamin C oz. askorbinska kislina deluje 
citotoksično na tumorske celice. Njegovo delovanje je bilo dokazano na več nivojih, vsem 
pa je skupni imenovalec pro-okisdativni učinek vitamina C. Oksidativni stres, ki nastane s 
kopičenjem vse večjih količin H2O2 v celični kulturi, je namreč osnova za zniţanje ravni 
ATP molekul, povečano izraţanje p53, inhibicija proliferacije ter spodbujanje celične smrti 
z apoptozo. Trenutna hipoteza je, da protirakava aktivnost vitamina C leţi v njegovi 
redoks, pro-oksidativni ali encimsko kofaktorski aktivnosti (27).    
Selektivna citotoksičnost proti rakavim celicam pa je posledica hitrejšega metabolizma 
rakavih celic. Študije so namreč pokazale, da so rakave celice bolj dovzetne za negativne 
učinke H2O2 in oksidativnega stresa v primerjavi z normalnimi celicami. Slednje so 
sposobne veliko bolje metabolizirati H2O2 in imajo večjo anti-oksidantivno kapciteto. To 
jih naredi bolj robustne za odstranjevanje ekstracelularnega H2O2. H temu pripomoreta dva 
faktorja. Evolucijsko smo ljudje izgubili sposobnost sintetiziranja lastnega vitamina C, zato 
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so naše celice prilagojene na moţnost absorpcije večjih količin tega vitamina. To pa 
pomeni, da ima celica v normalnih pogojih ves čas na voljo zadosti askorbinske kisline. 
Drug faktor pa je konstanten pritok sveţe krvi v normalnem tkivu. Ta s seboj nosi tudi 
ostale antioksidante ter encime, ki sproti in hitro razgrajajo morebitno prisotni H2O2. 
Medtem ko tumorska tkiva povezujemo predvsem z slabšim pretokom krvi, posledično pa 
se H2O2 lahko kopiči in povzroča celične poškodbe (27, 33, 29). 
Vseeno pa vse zgoraj navedene informacije še ne potrjujejo, da je vitamin C novo zdravilo 
proti raku. Klinično odobrenega pripravka ne zasledimo ne pri FDA, niti pri EMA. Tudi 
avtorji članka (27) navajajo, da so bili poskusi narejeni na celičnih linijah in obetavni 
rezultati še ne pomenijo, da bi enake rezultate dobili v primeru pravih tkiv v kliničnih 
študijah. Prvi zadrţek, ki ga navajajo, je, da ni znano, ali bi se in vivo v tumorskem tkivu 
tvorila zadostna količina H2O2, da bi poškodovala rakave celice. Avtooksidacija askorbata 
je namreč glavno gonilo tvorjenja H2O2, ta pa je odvisna od zadostne prisotnosti kisika. 
Glede na to, da je tumorsko tkivo hipoksično okolje, je torej tvorba H2O2 vprašljiva, vsaj v 
zadostnih količinah. Navajajo tudi, da za časa objave članka niso zasledili konkretnih 
dokazov za z askorbatom vodeno citotoksičnost tumorjev in vivo (27), trenutno pa je v teku 
več raziskav, ki bodo lahko odgovorile na to vprašanje. 
1.3.1. LIPOSOMSKI VITAMIN C 
Teţava vitamina C je njegova slaba biološka uporabnost. S peroralnim jemanjem vitamina 
C ne glede na vrsto pripravka, njegova koncentracija v krvi ni dovolj visoka za protirakov 
učinek. Poleg tega je zgornji priporočljivi dnevni odmerek vitamina C pri odraslih 2000 
mg. Pri višjih odmerkih se pojavi slabost, diareja, bruhanje, glavobol in ledvični kamni. 
Alternativa bi bile intravenske injekcije in infuzije vitamina C, s katerimi doseţemo dovolj 
visoke koncentracije v krvi, vendar le-te zahtevajo hospitalizacijo in medicinsko osebje, 
kar omejuje širšo uporabnost vitamina C v te namene. Rešitev bi lahko predstavljal 
liposomski vitamin C, ki zdruţuje pozitivne lastnosti obeh zgoraj opisanih pristopov: 
enostavno in poceni peroralno uporabo ter doseganje dobre biološke uporabnosti zaradi 
liposomske oblike. V preliminarnih študijah (npr. Davis et al), so potrdili, da liposomsko 
enkapsuliran vitamin C dosega višje plazemske koncentracije per os v primerjavi z 
neliposomskim, vendar vseeno niţje kot pri intravenski aplikaciji (Glej še poglavje 
REZULTATI IN RAZPRAVA – str. 57) (26, 34, 35, 31, 36 ).  
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2. NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge bo postaviti protokol za izdelavo liposomov z ustreznimi 
dimenzijami okrog 100 nm in z moţnostjo učinkovite enkapsulacije vodotopnih učinkovin. 
Naše delo bo razdeljeno v več korakov. V prvem koraku bomo preverili mehanske vplive 
na formulacijo liposomov; kako nanje vpliva ekstruzija, soniciranje in filtracija ter njihove 
kombinacije. Cilj bo ugotoviti katera mehanska metoda priprave daje najmanjšo velikostno 
porazdelitev liposomov in optimalno velikost okrog 100 nm. 
V drugem koraku bomo preverili učinkovitosti enkapsulacije (EF). Protokol bomo 
optimizirali tako, da bodo imeli liposomi čim višjo EF, ki jo bomo preverjali z modelno 
spojino fluoresceina. 
V tretjem  koraku bomo na podlagi postavljenega protokola poskušali v liposome 
enkapsulirati vitamin C in preveriti vpliv le-tega na ţivost celične linije trojno negativnega 
raka dojke MDA-MB-231.  
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI 
3.1.1. REAGENTI IN SPOJINE 
 Lipoid S75: sojini fosfolipidi s pribliţno 70 % fosfatidilholina (Lipoid GmbH, 
Köln, Nemčija) 
 Lipoid S100 : 100 % sojin fosfatidilholin (Lipoid GmbH, Köln, Nemčija) 
 Lipoid S PC3:  hidrogeniran sojin fosfatidilholin (Lipoid GmbH, Köln, Nemčija) 
 Etanol (99,8 %) (C2H5OH) (Honeywell, Nemčija) 
 L-α-fosfatidilholin (Sigmal-Aldrich [Merck], Nemčija) 
 Holesterol iz ovčje koţe, 92,5 %, prah (Sigmal-Aldrich [Merck], Nemčija) 
 Fluorescein natrijeva sol (Sigmal-Aldrich [Merck], Nemčija) 
 Kalijeve dihidrogen fosfat (EDM Millipore Corp. [Merck], Nemčija) 
 Dinatrijev fosfat (EDM Millipore Corp. [Merck], Nemčija) 
 Kalijev klorid (KCl) (EDM Millipore Corp. [Merck], Nemčija) 
 Natrijev klorid (NaCl) (Honeywell, Nemčija) 
 D-(+)-Glukoza (Sigmal-Aldrich [Merck], Nemčija) 
 L-askorbinska kislina, 98 % (Sigmal-Aldrich [Merck], Nemčija) 
 RPMI-1640: rastno gojišče za celice (ThermoFischer, ZDA)  
 Tripsin (ThermoFischer, ZDA) 
3.1.2. LABORATORIJSKE NAPRAVE IN PRIBOR 
 Termostatirano magnetno mešalo Rotamix SHP-10 (Tehtnica[Domel], Slovenija) 
 Štoparica in odštevalnik (Isolab Laborgeräte GmbH, Nemčija) 
 Mini ekstrudor  – komplet: drţalo, 2x brizga, filter drţala, membrane, grelno stojalo 
(Avanti Polar Lipids, Inc., ZDA) 
 Alkoholni termometer (Mikro+Polo, Slovenija) 
 Termo-gravimetrična tehtnica MA 50/1.R Moisture Analyzer (Radwag Balances 
and Scales, Poljska) 
 Ultrazvočni procesor UP50H - sonikator (Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, 
Nemčija) 
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 pH meter SG2 – SevenGo (Mettler Toledo, ZDA) 
 Precizna tehtnica Analytical Balance ME54/M (Mettler Toledo, ZDA) 
 Dializna membrana Spectra-Por MWCO 20kD (Biotec, UK) 
 Pipetor (Gilson, ZDA)   
 Avtomatske pipete (2-20 µL; 20-200 µL; 100-1000 µL): Eppendorf Research, 
Hamburg, Nemčija 
 Mikroskop AE 2000 (Motic, Nemčija) 
 Mikroskop EVOS (Thermo Fisher, ZDA) 
 Spektrofotometer TECAN (Tecan Group Ltd., Švica) 
 Sterilna komora MC18-2 (Iskra PIO, Slovenija) 
 Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, UK) 
 plastične posode T75: za gojenje celic (TPP, Švica) 
 Mikrotitrske ploščice s 96/24 vdolbinicami (TPP, Švica) 
 Hemocitometer (Neubauer, ZDA) 
 Standardni laboratorijski pribor: čase, erlenmajerice, spatule, ţličke, tehtalne 
posode, stekleničke, lij, centrifugirke, mikrocentrifugirke, pipete, filtri 0,22 m … 
 
3.1.3. PRIPRAVA RAZTOPIN 
FOSFATNI PUFER  
Fosfatni pufer (PBS) smo pripravili v 1000 mL steklenički, v katero smo dodali potrebne 
količine za zaloţni 10x pufer PBS. Iz tega smo kasneje pripravljali manjše količine 1x 
PBS. Za to smo porabili 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g dinatrijevega fosfata (Na2HPO4) ter 2,4 
g kalijevega dihidrogen fosfata (KH2PO4). Nato smo do oznake dopolnili s prečiščeno 
vodo. 1x PBS pripravljen iz 10x PBS je sledil fiziološkemu pH 7,4.  
ETANOLNA RAZTOPINA LIPIDOV 
V 100 mL čašo smo prenesli 0,6 g holesterola, 2,4 g lipida Lipoid S75, 4,8 g Lipoid S100 
ter 1,2 g Lipoid S PC-3. Sestava je sledila navodilom proizvajalca za optimalno mešanico, 
vendar smo ga priredili za naše potrebe. Vsi uporabljeni protokoli uporabljajo enako 
sestavo in razmerja lipidov, razlikujejo se le v uporabljenem volumnu (glej priloge).  
Natehtane lipide in holesterol smo raztopili v 30 mL etanola. 
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ZALOŢNA PUFERSKA RAZTOPINA FLUORESCEINA 
V 100 mL merilno bučko smo dodali 5,0 g D-Glukoze, 100,0 g fluorescentnega barvila 
Fluorescein v prahu, 10 mL 10x PBS in do oznake dopolnili s prečiščeno vodo. 
RAZTOPINA VITAMINA C 
V 100 mL merilno bučko smo dodali 2,4 g L-askorbinske kisline, 5 mL 10x PBS in do 
oznake dopolnili s prečiščeno vodo. 
 
3.2. METODE 
3.2.1. METODE IZDELAVE LIPOSOMOV 
IZDELAVA Z EKSTRUZIJO 
Metoda temelji na potiskanju suspenzije liposomov skozi filter z dobro definirano 
velikostjo por pod visokim pritiskom inertnega plina do 100 bar-ov. Za pripravo liposomov 
smo uporabljali miniaturno izvedbo ekstrudorja podjetja Avanti polar lipids, pri kateri se 
namesto inertnega plina  uporabljata dve nepredušni injekciji, na katere se nastavi ogrodje 
z membrano. 
 
Slika 10: Shematski prikaz sestave mini ekstrudorja. Povzeto po (37) 
Prednost ekstruzijske metode pridobivanja unilamelnih veziklov je v njeni preprostosti ter 
dobri ponovljivosti. Vseeno pa gre za zelo zamudo metodo, zlasti zaradi pogostih 
zamašitev, pretrganja in pokanja membran, zaradi česar je potrebno cel sistem razstaviti ter 
očistiti. Proizvajalec navaja, da je potrebno narediti minimalno 11 prehodov čez 
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membrano, da dobimo ustrezno porazdelitev 
velikosti veziklov okrog velikosti por membrane 
(16). 
V vseh protokolih smo uporabljali Avanti polar 
lipids mini ekstrudor, kjer postopek ekstruzije 
izvajamo ročno. Najprej smo uporabljali le 
ekstruzijo čez 100 nm membrano, v vseh nadaljnjih 
pa zaporedno kombinacijo s 400 nm membrano, 
kateri je sledila ekstruzija še čez 100 nm. Vsakič 
smo naredili 11 prehodov čez membrano. 
IZDELAVA S SONICIRANJEM 
Poznamo dve vrsti izvedbe te metode. Prva je direkten 
stik konice sonikatorja z liposomsko disperzijo, druga 
pa je uporaba sonikacijske kopeli. Obe temeljita na 
sproščanju velike količine energije v obliki ultrazvočnih valov na disperzijo MLV, pri 
čemer lahko spreminjamo moč in čas 
soniciranja. Za izdelavo liposomov smo 
uporabljali sonikator, saj kopeli ne 
oddajajo dovolj energije, da bi z njo 
uspeli pridobiti homogeno disperzijo 
SUV (16). Sonicirali smo 1 minuto pri 
moči 50 W. 
FILTRACIJA – DODATNI KORAK  
Korak filtracije smo vključili z namenom 
sterilizacije končnega produkta. 
Posledično pa smo obdrţali le velikostno 
populacijo liposomov, manjših od 
velikosti filtra (0,22 μm). 
  
Slika 12: Termogravimetrična tehtnica in sonikator 
Slika 11: Prikaz doseganja velikostne 
porazdelitve delcev okrog velikosti 
membrane s tehniko ekstruzije. 
Povzeto po (37) 
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3.2.2. ANALIZNE METODE 
TERMOGRAVIMETRIJA  
Termogravimetrija spada med termoanalitične tehnike, pri katerih se sistem okarakterizira 
na osnovi merjenja sprememb v fizikalno-kemijskih lastnostih pri povišani temperaturi. 
Termogravimetrična analiza spremlja spremembe mase v odvisnosti od povečevanja 
temperature. Tekom analize iz vzorca izhlapijo hlapne komponente (voda, topila) ter 
kristalno vezana voda, tako da na koncu dobimo podatek o suhi masi snovi (38, 39). 
Pri prvih dveh protokolih smo na grelno ploščo nanašali po 1 mL vzorca pri tretjem pa 0,5 
mL. 
FLUORESCENTNA SPEKTROFOTOMETRIJA 
Fluorescentna spektrofotometrija je analizna tehnika, ki preučuje biološki sistem preko 
interakcije z njegovimi fluorescentnimi molekulami in/ali sondami, ki med relaksacijo 
elektrona v osnovno stanje iz vzbujenega stanja oddajo energijo v obliki fotonske emisije 
(fluorescence). S fluorescentno spektrofotometrijo merimo intenziteto fluorescence, 
spekter oddane svetlobe, čas emisije in včasih tudi polarizacijo svetlobe. Na ta način 
izmerimo koncentracijo fluoroforja in posledično količino biokemičnega analita (40).  
FLUORESCEIN 
Fluorescein je netoksično fluorescentno barvilo z 
molekulsko formulo C20H10O5Na2 in molsko maso 
376.67 Da. V praškasti obliki je oranţne, rdeče ali 
rjave barve, ob mešanju z vodo pa se obarva zeleno.  
Ekscitacijska valovna dolţina za fluorescein je v 
modrem spektru vidne svetlobe med 465 in 490 nm, 
svetlobo pa oddaja v spektru zelene svetlobe med 520 in 530 nm. In vivo se uporablja za 
odkrivanje lezij v očeh (npr. pri ulceraciji kornee)  in v kliničnih študijah kot označevalec. 
Tekom magistrske naloge smo ga uporabljali kot modelno spojino za optimizacijo 
enkapsulacije in ga detektirali s fluorescentnim spektrofotometrom (41). 
 
 
Slika 13: Zgradba molekule 
fluoresceina. Povzeto po( 41) 
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HOECHST 33342    
Hoechst 33342 je barvilo, ki se vgrajuje v strukturo DNA in se pogosto uporablja za 
barvanje bakterijskega kromosoma in jeder ter mitohondrijev evkariontskih celic. Ekscitira 
se z ultravijolično svetlobo, flourescira pa v modrem delu svetlobnega spektra (460 – 490 
nm). Barvilo Hoechst 33342 smo uporabljali za test ţivosti celic (42). 
   
FOTONSKA KORELACIJSKA SPEKTROSKOPIJA  
Fotonska korelacijska spektroskopija (PCS), znana tudi kot dinamično sipanje svetlobe  je 
nedestruktivna in neinvazivna metoda za merjenje velikosti delcev v suspenziji. Temelji na 
teoriji o Brownovem gibanju delcev, ki pravi, da je gibanje delcev v suspenziji naključno 
in pod vplivom konstantnih trkov molekul topila ob opazovane delce. Majhni delci 
difundirajo hitreje kot veliki delci. Z metodo PCS merimo hitrost teh delcev. Hitrost 
Brownovega gibanja opisujemo s translacijskim difuznim koeficientom, tega pa lahko z 
Stokes-Einstein-ovo enačbo prevedemo v velikost t.i hidrodinamskega radija delca. Ta je 
sestavljen iz jedra oz. samega delca ter plašča molekul medija, ki so vezani na površino 
jedra in difundirajo z enako hitrostjo kot sam delec (43).  
 
ZETA POTENCIAL IN LASERSKA DOPPLERJEVA ELEKTROFOREZA 
Vsak delec ima na svoji površini električni naboj, okrog katerega se vzpostavi električni 
dvosloj. Na površini negativno nabitega delca se naberejo pozitivno nabiti delci, ki skupaj 
tvorijo notranjo, t. i. Sternovo plast. Nanjo se nekoliko šibkeje pripnejo nasprotno nabiti 
delci in skupaj tvorijo t.i. difuzno plast. Znotraj difuzne plasti se celotna entiteta skupaj z 
delcem obnaša kot en delec z površinskim nabojem, ki ga definiramo kot zeta potencial 
(ZP). Zaradi prevlade osnovnega (npr. negativnega) naboja pride do odboja z ostalimi 
delci, ki imajo pribliţno enak negativen naboj. Poenostavljeno, predstavlja ZP površinski 
naboj na difuzni plasti. V splošnem v primeru, ko gre za elektrostatsko stabilizacijo 
koloida nanodelcev, večji kot je po absolutni vrednosti ZP, bolj stabilno suspenzijo 
nanodelcev imamo, saj delci ne teţijo skupaj, manj agregirajo (44, 45). 
Laserska Dopplerjeva elektroforeza je metoda merjenja ZP oziroma elektroforetske 
mobilnosti delca, ki je povezana z ZP. Nabiti delec se v električnem polju giblje proti 
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nasprotno nabiti elektrodi. Pri laserski Dopplerjevi elektroforezi damo vzorec disperzije v 
merilno celico, ki ima elektrodi na nasprotnih straneh in izmerimo hitrost delcev z 
Dopplerjevim učinkom (zamikom frekvence svetlobe). Podatek o hitrosti delca vstavimo v 
spodnjo enačbo in izračunano elektroforetsko mobilnost delca (44, 45), 
𝑈𝐸 =
𝑉𝑝
𝐸𝑓
, 
kjer je Ue – elektroforetska mobilnost, Vp – hitrost delca, Ef – moč električnega polja. Z 
Henryjevo enačbo nato izračunamo ZP (44, 45), 
𝑈𝐸 =
2𝜀  𝑧  𝑓(𝑘  𝑎)
3η
, 
kjer je ε – dielektrična konstanta, z – zeta potencial, f(k a) – Henryjeva funkcija in η – 
viskoznost tekočine. 
Pri naših meritvah smo ZP merili pri 20 oC, kotu merjenja 173 ° in valovni dolţini laserja 
633 nm. 
 
3.2.3. OSTALE METODE 
DIALIZA 
Dializo smo izvajali s polprepustnimi membranami različnih velikosti por, ki se 
uporabljajo za ločevanje molekul v raztopini glede na njihovo sposobnost prehajanja 
membrane (difuzije). Z dializo odstranjujemo neţelene majhne molekule, kot so soli in 
barvila. Z dializo smo odstranili fluorescein, etanol in vitamin C iz medvezikularnega 
prostora v disperziji liposomov (46). 
RAČUNANJE UČINKOVITOSTI ENKAPSULACIJE 
EF smo računali z modelno spojino fluoresceina po enačbi: 
𝐸𝐹 =  
𝐶𝐿𝑖𝑝𝐹
𝐶𝑇𝑜𝑡𝐹
∗ 100, 
kjer je EF – učinkovitost enkapsulacije v %, CLipF – koncentracija fluoresceina v liposomih 
in CTotF – koncentracija celokupnega fluoresceina oz. začetna koncentracija fluoresceina. 
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GOJENJE CELIC IN TEST ŢIVOSTI 
Najpomembnejša stvar pri delu s celičnimi kulturami je sterilnost, zato smo pred delom vse 
pripomočke sterilizirali v avtoklavu ali razkuţili s 70 % etanolom. Delo je potekalo v 
laminarju, kjer smo prav tako razkuţili delovni pult, pred začetkom dela pa tudi roke.  
Celice smo gojili v plastični posodi (T75) za gojenje celičnih kultur. Dvakrat tedensko smo 
celicam zamenjali gojišče ob 90 % konfluentnosti (90 % prekritosti površine posode) smo 
celice presadili. Za presaditev celic smo uporabljali proteazo tripsin, ki prekine peptidne 
vezi in omogoči odlepljanje celic s površine (tripsinizacija). Delovanje tripsina ustavimo z 
dodatkom dvakratne količine na 37  oC ogretega gojišča. Gojenje in rast celic sta potekali v 
inkubatorju pri 37 
o
C in v prisotnosti 5 % CO2. 
Za namen poskusa smo celice nasaditi na mikrotitrsko ploščico (MTP) s 24 vdolbinicami 
po pribliţno 20 000 celic/vdolbinico. S hemocitometrom in metodo po Neubauerju smo 
prešteli celice in določili njihovo gostoto v gojišču. Šteli smo v 4 štirih kvadratkih mreţe 
(od skupno devetih), zato smo število preštetih celic delili s 4 in pomnoţili z 10 000, da 
smo dobili število celic na 1 mL gojišča.    
 Celice smo na MTP inkubirali 24 h v rastnem gojišču (RPMI-1640, 1 g/L glukoze, 2 mM 
glutamina in 10 % FBS) in nato dodali liposome. 
Test ţivosti smo izvajali z barvilom Hoechst 33342. Po 48 h inkubacije z liposomi smo 
pripravili sveţe rastno gojišče za celice z dodatkom barvila Hoechst 33342. Predhodno 
rastno gojišče smo zavrgli in v vsako vdolbinico MTP napipetirali po 0,5 mL barvila 
Hoechst 33342. Inkubacija je potekala pri 37 
oC 20 minut. Ko je ta čas pretekel smo 
gojišče z barvilom odsesali in celice sprali z 0,9 % NaCl. Celice so v dani raztopini stale 
30s, nato smo vdolbinico napolnili z sveţim rastnim gojiščem. Celotni postopek je 
zagotovil odstranitev tako mrtvih celic, kot tudi ţivih celic, ki so plavale v mediju. Sledila 
je meritev intenzitete  fluorescence, ki nam je podala informacijo o ţivosti celic, saj smo 
predpostavili da je med številom celic in intenziteto fluorescence premo sorazmerna 
odvisnost. Valovna dolţina eksitacije je bila 350 nm, emisije pa 461 nm. Vsakemu vzorcu 
smo tudi odšteli fluorescenco ozadja.  
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STATISTIČNA OBDELAVA REZULTATOV 
Podatke smo uredili s programom Microsoft Excel. Statistični del smo izvajali večinoma s 
programom SPSS  in deloma s statističnim programom R. Iz umeritvenih premic smo 
preračunali koncentracije. Grafi so izrisani v programu  Microsoft Excel in SPSS. Stopnjo 
tveganja smo postavili za vse teste na 0,05. 
Pri statistični analizi prvega koraka (vpliv mehanskih metod na velikost liposomov), bomo 
podatke razdelili v dve skupini – filtrirani in nefiltrirani vzorci. S tem bomo zagotovili 
laţje izvajanje analize. Pri obeh skupinah bomo sledili enakemu sosledju statističnih 
testov. Sprva bomo testirali normalnost porazdelitve s testom Shapiro-Wilk. Sledila bo 
analiza s parametričnim (ANOVA) ali neparametričnim (Kruskal-Wallis) testom, odvisno 
od rezultatov Shapiro-Wilk testa. Testa nam bosta pokazala, ali obstaja statistična razlika v 
poprečju velikosti liposomov med skupinami. V kolikor bo ta test dal statistično značilen 
rezultat, bomo izvedli ustrezen post-hoc test, s katerim bomo skušali ugotoviti točno med 
katerimi skupinami je prišlo do razlike. S faktorsko ANOVO bomo dobili tudi podatek o 
posamičnem vplivu ekstruzije in sonikacije na velikost, ter ali obstaja interakcija med tema 
dvema faktorjema. 
Pri statistični analizi drugega koraka (optimizacija) bomo uporabljali linearno regresijo. 
Ker bomo imeli na voljo več podatkov, bomo z grafičnim prikazom skušali ugotoviti ali 
podatki izhajajo iz normalne porazdelitve. V kolikor ne bodo, jih bomo z logaritemsko 
transformacijo skušali pribliţati le-tej. Sledila bo analiza z linearno regresijo, s katero 
bomo primerjali povprečja učinkovitosti enkapsulacije po obravnavanjih in analizirali, ali 
se razlikujejo. Naša osnovna hipoteza predvideva, da ni razlik med povprečji učinkovitosti 
enkapsulacije po obravnavanjih. Obravnavanja tu definiramo kot različne pristope 
izvajanja poskusov (spreminjamo HV in HP). Preverjali bomo tudi vpliv posameznih 
dejavnikov na enkapsulacijsko učinkovitost in njihove morebitne interakcije. Končni cilj 
bo ugotoviti, katera kombinacija faktorjev (HV in HP) statistično daje najboljšo 
enkapsulacijo. 
V tretjem koraku bomo testirali vpliv različnih formulacij na ţivost celic MDA-MB-231. 
Izvedli bomo test normalnosti in ANOVA test. S tem bomo preverili, ali je med skupinami 
prisotna razlika v vplivu na ţivost celic. Predvsem nas zanima le vpliv z vitaminom C 
polnjenih liposomov, ki jih bomo pripravili po dognanjih prejšnjih korakov te magistrske 
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naloge. Da bomo razbrali njihov vpliv, jih bomo testirali proti praznim liposomom, prav 
tako pripravljenih po našem protokolu. In ker nas izključno zanima le primerjava ţivosti 
pri treh različnih koncentracijah, bomo uporabili t-test in ne post-hoc testa.  
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4. EKSPERIMENTALNO DELO 
 
Slika 14: Shema korakov eksperimentalnega dela. Pripisani so tudi protokoli za posamičen korak poskusov. Bolj 
podrobni opisi protokolov so prikazani v poglavju PRILOGE. 
4.1. VPLIV MEHANSKIH METODE IZDELAVE NA VELIKOST 
LIPOSOMOV 
V prvem koraku smo preverjali vpliv mehanskih metod izdelave na velikost in porazdelitev 
liposomov. Liposome smo izdelali z poenostavljeno injekcijsko metodo z etanolom. V 200 
mL čašo smo nalili 60 mL puferske raztopine, ki predstavlja vodno fazo, ter na magnetnem 
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mešalu mešali pri hitrosti 600 RPM 
in segreli na 70 
o
C. 50 mL etanolne 
raztopine lipidov smo segreli na 60 
o
C  in celoten volumen prenesli v 
segreto vodno fazo. Prenos lipidne 
faze v vodno smo izvedeli s 30 mL 
pipeto, iz katere je tekočina  iztekla 
pod vplivom gravitacije. S tem smo 
dosegli, da je bil prenos vedno 
izveden na enak način, kar pa je 
vodilo tudi h boljši ponovljivosti. 
Po prenosu smo zmes mešali 30 
minut na 80 
o
C, da  je etanol sproti odpareval. Po 15 minutah smo dodali 5 mL 1x PBS, da 
se zmes ne bi preveč zgostila. Po 30 minutah je sledil izbrana mehanska obdelava nastale 
liposomske tekočine z ekstruzijo, sonikacijo, filtracijo ter kombinacijami, kot je prikazano 
v preglednici II. Na tak način smo dobili 8 vzorcev liposomov, obdelanih na različne 
mehanske načine. Pri izdelavi smo upoštevali enak vrstni red mehanskih pristopov, in sicer 
smo najprej izvedli sonikacijo, sledila je ekstruzija in nazadnje filtracija. Sonicirali smo 1 
minuto pri moči 50 W, med ekstruzijo smo izvedli 11 prehodov čez membrano z velikostjo 
por 100 nm. Po vseh mehanskih obdelavah je sledila preko-nočna dializa in po protokolu 
še filtracija skozi filter velikosti 0,22 μm za filtrirane vzorce. Na tako pripravljenih vzorcih 
smo izvedli PCS analizo. 
Preglednica II: Uporabljeni mehanski pristopi in njihove kombinacije za pripravo liposomov. NK – negativna 
kontrola, E – ekstruzija, S – sonikacija in F - končna filtracija vzorca. 
Pristop Kratica 
Negativna kontrola NK  
Neg. kont. s filtracijo NK-F  
Ekstruzija E  
Ekstruzija s filtracijo E-F  
Sonikacija S  
Sonikacija s filtracijo S-F  
Sonikacija z 
ekstruzijo 
S-E  
Kombinacija vseh S-E-F 
Slika 15: Prikaz priprave liposomov z injekcijsko metodo z etanolom. 
Slika posneta 30s po prenosu lipidne faze v vodno fazo. 
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4.2.  ANALIZA UČINKOVITOSTI ENKAPSULACIJE TER NJENA 
OPTIMIZACIJA 
Izvedli smo preliminarni poskus učinkovitosti enkapsulacije (EF) in protokol prilagodili 
glede na dobljene rezultate. Protokol smo izvedli z modelno spojino fluoresceina. V 
literaturi (47) so uspeli dokazati povezavo med HV in HP ter velikostjo liposomov. Po 
podatkih iz literature naj bi višja HV in hitrejši HP vplivali na tvorjenje liposomov z 
manjšo velikostjo. Količina enkapsulirane vodne faze je povezana tudi z velikostjo 
liposoma. Odločili smo se preizkusiti, ali bi hitrost vrtenja (HV) in hitrost prenosa (HP) 
utegnila vplivati tudi na EF. 
Tretji moţni vpliv je bila (pre)velika koncentracija (1mg/mL) dodanega fluoresceina v 
preliminarnem poskusu (protokol 2.1). Zaradi kompleksnosti in posledičnega naraščanja 
števila poskusov, ki bi jih morali izvesti, smo se odločili razdeliti poskuse optimizacije na 
dva dela. 
V prvem delu smo testirali le vpliv koncentracije fluoresceina na EF. Liposomi imajo 
določeno teoretično enkapsulacijo. V primeru da smo v preliminarnem poskusu dodali 
prebitno količino fluoresceina, se, klub 100 % predpostavljeni enkapsulaciji, ni 
enkapsuliral ves fluorescein, ampak ga je določena količina ostala v medvezikularnem 
prostoru. Ker je količina fluoresceina v medvezikularnem prostoru verjetno veliko večja 
kot v samih liposomih, je po opravljeni dializi preračunanana enkapsulacija fluoresceina 
videti zelo slaba. Če zniţamo začetno količino fluoresceina, se ga po zgoraj opisanem 
principu v liposome enkapsulira enaka količina, v medvezikularnem prostoru pa je količina 
fluoresceina znatno niţja. Posledično izračun enkapsulacije naraste, v resnici pa smo le 
delili z manjšim imenovalcem. Gre za navidezno povišanje enkapsulacije. Slednjo trditev 
smo poskušali tudi potrditi. Zniţali smo količino fluoresceina v vodni fazi na 10 µg/mL 
(protokol 2.2). V kolikor bi se izkazalo, da je bilo zniţanje upravičeno, bi ta protokol 
uporabljali še naprej v drugem delu drugega koraka.  
V drugem delu smo spreminjali HV in  HP z namenom preverjanja njunih vplivov na EF. 
Poskus smo načrtovali kot dvofaktorski poskus v treh ponovitvah. Za različne HV smo si 
izbrali 200, 600 in 800 RPM, za HP pa 4 s, 3 s in 2 s kot najhitrejši prenos. 
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Preglednica III: Prikaz načrta poskusov drugega dela drugega koraka. Gre za dvofaktorski poskus v treh 
ponovitvah. 
 HP 1 (4 s)  HP 2 (3 s) HP 3 (2 s) 
200 RPM poskus 1, 2, 3 poskus 4, 5, 6 poskus 7, 8, 9 
600 RPM poskus 10, 11, 12 poskus 13, 14, 15 poskus 16, 17, 18 
800 RPM poskus 19, 20, 21 poskus 22, 23, 24 poskus 25, 26, 27 
 
V protokol smo dodali še nekaj manjših sprememb. Prva je bila zniţanje celokupnih 
količin reagentov, saj za potrebe tega koraka nismo potrebovali tako znatne količine 
končnega produkta. Uporabljali smo 30 mL puferske raztopine fluoresceina, ki je sluţila 
kot vodna faza. Etanolno raztopino lipidov smo zniţali na 15 mL. Vse spremembe so 
prikazane v prilogah pod protokol 2.1 in protokol 2.2. 
Druga sprememba je bila uvedba dodatnega koraka ekstruzije s 400 nm membrano. Za to 
smo se odločili iz praktičnega vidika, saj so bile direktne ekstruzije na 100 nm membrano 
preveč fizično naporne in dolgotrajne. Z uvedbo 400 nm ekstruzije, smo v prvem koraku 
liposome zmanjšali v porazdelitev velikosti okrog 400 nm. V drugem koraku so bile 
ekstruzije skozi 100 nm membrano laţje. To je logično, saj ogromni vezikli (1000 nm v 
premeru) laţje prehajajo najprej skozi 400 nm in nato 100 nm membrano, kot če bi jih 
skušali spustiti samo skozi 100 nm membrano.  
Tretja sprememba je bila uvedba dveh zaporednih dializ. V pilotnem poskusu, pri sicer 
veliko večji koncentraciji fluoresceina, se je voda po končani dializi obarvala popolnoma 
zeleno. Z zamenjavo dializne vode smo dosegli, da se je, do vzpostavitve ravnoteţja, lahko 
iz membrane sprostil še ostali fluorescein. Drugo dializno vodo smo v procesu določanja 
enkapsulirane koncentracije fluoresceina tudi odšteli od odziva vzorca. Preostali protokol 
je sledil točkam protokola 1 iz prvega koraka.  
4.2.1.  DOLOČITEV UMERITVENE PREMICE 
Po končani dializi in filtraciji smo pripravili umeritveno krivuljo s padajočimi 
koncentracijami fluoresceina. S tem smo dobili podatek o količini fluoresceina, ki se je 
enkapsuliral v notranjost liposomov. Za izračun EF smo potrebovali tudi umeritveno 
krivuljo, ki se je v našem primeru izkazala za premico. Pripravili in uporabljali smo 
zaloţno raztopino fluoresceina v 1x PBS koncentracije 1 µg/mL. V pilotnem poskusu smo 
pripravili redčitve od 10 µg/mL do 0,04 µg/mL. Ker niso dosegali tako visoke 
Magistrska naloga Aleks Peternel 
 
 
30 
 
enkapsulacije, smo zniţali razpon na 1 µg/mL do 0,04 µg/mL. Raztopino fluoresceina smo 
redčili kar z 1x PBS. Na MTP s 96 vdolbinicami smo v vsako nanesli po 100 µl vzorca v 
duplikatu.  
 
4.3. ENKAPSULACIJA VITAMINA C 
V zadnjem (tretjem) koraku smo ţeleli preizkusiti tudi praktično uporabo liposomov, 
pripravljenih po dognanjih prejšnjih korakov in protokolov. Odločili smo se, da v liposome 
skušamo zapreti neko učinkovino. Izbrali smo učinkovino vitamina C, saj je za človeka 
netoksična, poceni in relativno lahka za uporabo. Poleg tega naj bi, glede na literaturo, imel 
C vitamin pri visokih koncentracijah citotoksične učinke na rakavih celicah. Učinek smo 
testirali na celični liniji trojno negativnega raka dojke – MDA-MB-231.  
Da bi razbrali zgolj učinek vitamina C, smo naredili več kontrol. Osnovna negativna 
kontrola so bile celice brez kakršnihkoli obdelave. Dodali smo še pozitivno kontrolo, ki je 
bila kar prost vitamin C (raztopina vitamina C, ki ni vezana v liposome). Kot dodatno 
negativno kontrolo smo dodali še prazne liposome, pripravljene po enakem protokolu kot z 
vitaminom C polnjeni liposomi. Ţivost celic smo testirali z barvilom Hoechst 33342.  
Protokol 2.2 priprave liposomov smo morali prilagoditi. Ugotovili smo, da je bila 
osmolarnost medija previsoka za nanos na celice. Poleg tega smo namesto fluoresceina v 
vodno fazo dodali vitamin C. Vodna faza je tako vsebovala 5 mL 10x PBS in 2,4 g 
vitamina C. Da bi povsod obdrţali podobno osmolarnost smo prilagodili količine tudi v 
dializni vodi. Zaradi prilagoditve protokola 2.2, smo tudi preverili, da se EF ni pretirano 
spremenila. Ponovna testna meritev EF s fluoresceinom po novem protokolu (protokol 
3.0), je bila podobna prejšnjim. Celice smo obdelali 24 h po nasaditvi v MTP s 24 
vdolbinicami. Obdelali smo jih s prostim vitaminom C koncentracije 5 mmol/L ter tremi 
različnimi koncentracijami liposomov - 10000 μg/mL, 1000 μg/mL in 100 μg/mL. Testno 
smo zraven vključili še koncentracijo 20000 μg/ml, ampak le za liposome z vitaminom C. 
Po 48 h inkubacije smo pripravili sveţe rastno gojišče za celice z dodatkom barvila 
Hoechst 33342, in sicer s koncentracijo 2 μg/mL na celotno gojišče. Odstranili smo staro 
rastno gojišče in napipetirali po 0,5 mL Hoechst 33342 gojišča v vsako vdolbinico plošče 
ter pustili inkubirati 20 min pri 37 
o
C. Po 20 min smo odstranili gojišče z barvilom, 1x 
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sprali z 0,5 mL 0,9 % NaCl in dodali 0,5 mL sveţega gojišča. S tem smo tudi zagotovili 
odstranitev plavajočih celic, tako ţivih kot mrtvih. Nato smo pomerili intenziteto 
fluorescence po celotni površini vdolbinice, pri ekscitaciji 350 nm in emisiji 461 nm. 
Predpostavili smo, da je med številom celic in intenziteto fluorescence premo-sorazmerna 
odvisnost. Prav tako smo za vsak vzorec odšteli fluorescenco ozadja.  
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1. VPLIV MEHANSKIH PRISTOPOV NA VELIKOST 
LIPOSOMSKE POPULACIJE 
Na sliki 16 je prikazan vpliv različnih mehanskih načinov obdelave liposomov na njihovo 
velikost (Z-Average). 
 
Slika 16: Vpliv posamezne mehanske obdelave na velikost (Z-Avg) liposomov. Prikazano je povprečje štirih 
neodvisnih ponovitev (N=4) in 95 % interval zaupanja. LEGENDA: NK – negativna kontrola, F – uporabljena 
filtracija, E – ekstruzija, S-Sonikacija. 
 
Filtrirani vzorci na pogled dajejo ne le niţjo povprečno velikost, pač pa tudi oţjo 
porazdelitev, katero razberemo iz preglednice IV, katera podaja standardne deviacije.  
Očitna je tudi razlika med nefiltriranimi in filtriranimi negativnimi kontrolami. Filtrirani 
vzorci dajejo oţjo porazdelitev kot njihovi nefiltrirani ekvivalenti. Vse kategorije z 
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uporabljeno ekstruzijo (E, S-E, E-F, S-E-F), imajo povprečje velikosti okoli 100 nm. Trend 
predpostavlja, da je najbolj smiselna uporaba kombiniranih tehnik S-E in S-E-F, saj vsaka 
v svojem bloku (filtrirani in nefiltrirani vzorci) dajeta najniţje povprečje (slika 16). 
Preglednica IV: Opisna statistika za vse vzorce prvega koraka - vpliv mehanskih thenik na velikost liposomov. N - 
število vzorcev. 
Opisna statistika 
Spremenljivka: ZAvg_v_nm 
Uporabljen_Mehanski_Tret
ma 
Povprečje Std. deviacija N 
NK 571.0025 133.17270 4 
NK-F 248.8750 114.16104 4 
E 136.7750 36.75472 4 
E-F 98.9600 13.40337 4 
S 151.2000 65.94498 4 
S-F 101.7800 5.57018 4 
S-E 113.9875 40.99175 4 
S-E-F 85.8800 17.64809 4 
Total 188.5575 166.42082 32 
   
Narejene so bile štiri neodvisne ponovitve poskusa vpliva mehanskih tehnik na velikost in 
porazdelitev liposomov. Ločeno smo analizirali poskuse narejene z in brez filtracije. 
Filtrirani vzorci imajo niţjo povprečno velikost in porazdelitev (slika 16 in preglednica 
IV). 
  
Slika 17: Graf porazdelitve velikosti po številu za enega od poskusov PCS na paralelnih vzorcih NK in NK-F. 
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Opazimo tudi očiten zamik porazdelitev velikosti med za izbrani vzorec NK-F v primerjavi 
z nefiltriranim vzorcem NK. Sredina porazdelitve je za NK-F okoli 300 nm, medtem ko se 
pri vzorcu NK giblje okrog 600 nm (slika 17). V nadaljevanju smo se lotili statistične 
analize. 
Pri sklopu filtriranih vzorcev, smo se odločili, da eno izmed meritev ne upoštevamo v 
statistični analizi. Razlog za to je v tem, da je tekom eksperimenta prišlo do nezgode, 
posledično pa vzorec ni bil pripravljen po enakem postopku kot ostali trije vzorci 
negativne kontrole. Odločili smo se, da vzorec ni reprezentativen. 
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5.1.1. ANALIZA FILTRIRANIH VZORCEV 
Najprej smo testirali, ali podatki prihajajo iz normalne porazdelitve. Za to smo uporabili 
Shapiro-Wilk test. 
Preglednica V: Test normalnosti porazdelitve podatkov za filtrirane vzorce. Sig. pomeni p-vrednost 
Test normalne porazdelitve podatkov 
  
Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk 
df Sig. 
 
df Sig. 
 ZAvg_Filtrirani 16 .000 
 
16 .000 
  
Podatki ne izhajajo iz normalne porazdelitve, saj je p-vrednost niţja od 0,05 (P<0,05) 
(preglednica V). Vendar je na rezultat treba gledati s pridrţkom, saj glede na sliko 16 
vidimo, da se podatki gibljejo v dveh velikostnih razredih. NK-F ima povprečje okrog 
vrednosti 250 nm, vse ostale tri skupine (E-F, S-F in S-E-F) pa okrog 100. Pri takšni razliki 
ne moremo dobiti normalne porazdelitve. Smiselno je bilo razbiti podatke na dva bloka 
(blok podatkov NK-F ter blok E-F, S-F in S-E-F) in pri vsakem posebej testirati 
normalnost porazdelitve. 
Preglednica VI: Test normalnosti za filtrirane vzorce razdeljenih v dva bloka 
 
Test normalnosti 
Shapiro-Wilk 
df Sig. 
Spodnji_blok_filtrirani 12 0.071 
Zgornji_blok_filtrirani 
(NK-F) 4 0.074 
 
Dobili smo normalno porazdelitev za oba bloka, saj je bila pri obeh blokih p-vrednost višja 
od 0,05 (p>0,05), posledično nismo mogli zavrniti osnovne hipoteze, ki pravi, da podatki 
izhajajo iz normalne porazdelitve (preglednica VI). Nadaljevali smo s testom ANOVA. Za 
primerjavo smo naredili tudi test Kruskal-Wallis, ki je ANOVIN neparametrični 
ekvivalent.  
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Preglednica VII: ANOVA statističen test za filtrirane vzorce iz programa SPSS. df – stopnje prostosti, Sig. – 
pomeni p-vrednost. 
ANOVA 
ZAvg_Filtrirani 
  df F Sig. 
Med 
skupinami 
3 33.575 .000 
Znotraj 
skupine 
11     
Skupaj 14     
  
Preglednica VIII: Rezultati Kruskal-Wallis statističnega testa. Sig. pomeni p-vrednost, df – stopnje prostosti 
Kruskal-Wallis 
  ZAvg_Filtrirani 
df 3 
Sig. .044 
 
ANOVA je podala p-vrednost, ki je bila niţja od 0,05 (p<0,001) (preglednica VII). 
Kruskal-Wallis statističen test je prav tako podal p-vrednost, ki je bila niţja od 0,05 
(p=0,044) (preglednica VIII). Torej  smo lahko v obeh primerih zavrnili osnovno hipotezo, 
ki pravi, da so povprečja velikosti vseh mehanskih obdelav enaka. Sprejmemo alternativno 
hipotezo – povprečje velikosti liposomov se po kategorijah statistično razlikujejo. 
Sledil je test primerjave velikostnih povprečij posameznih tehnik proti negativni kontroli in 
med seboj. Najprej smo naredili Levenovo analizo, da smo preverili, ali so variance po 
skupinah homogene. 
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Preglednica IX: Levenov test homogenosti varianc za filtrirane vzorce. Sig. pomeni p-vrednost 
Test homogenosti vaianc 
ZAvg_Filtrirani 
Levenov test Sig. 
  2.197 .146 
  
 
Ker nismo uspeli zavreči osnove hipoteze (p>0,05), lahko trdimo, da se variance po 
skupinah ne razlikujejo oz. so homogene (preglednica IX). Nadaljevali smo s Tukeyjevim 
testom multiple primerjave.  
Preglednica X:  Tukey test multiple primerjave za filtrirane vzorce iz programa SPSS. Sig. – pomeni p-vrednost. 
Multipla primerjava 
 
 Tukey HSD 
(I) Tehnika 
Razlika 
povprečja 
(I-J) 
Std. 
napaka Sig. 
95 % interval 
zaupanja 
Spodnja 
meja 
Zgornja 
meja 
NK-F E-F 149,91500
*
 41,16260 ,015 27,7073 272,1227 
S-F 147,09500
*
 41,16260 ,017 24,8873 269,3027 
S-E-F 162,99500
*
 41,16260 ,009 40,7873 285,2027 
E-F NK-F -
149,91500
*
 
41,16260 ,015 -
272,1227 
-27,7073 
S-F -2,82000 41,16260 1,000 -
125,0277 
119,3877 
S-E 13,08000 41,16260 ,988 -
109,1277 
135,2877 
S-F NK-F -
147,09500
*
 
41,16260 ,017 -
269,3027 
-24,8873 
E-F 2,82000 41,16260 1,000 -
119,3877 
125,0277 
S-E-F 15,90000 41,16260 ,980 -
106,3077 
138,1077 
S-E NK-F -
162,99500
*
 
41,16260 ,009 -
285,2027 
-40,7873 
E-F -13,08000 41,16260 ,988 -
135,2877 
109,1277 
S-F -15,90000 41,16260 ,980 -
138,1077 
106,3077 
 
Multipla primerjava nam je pokazala, da se vse kategorije (mehanske tehnike) statistično 
razlikujejo od negativne kontrole (NK), saj so njihove p-vrednosti niţje od 0,05 
(preglednica X). Med ostalimi kategorijami ni bilo statističnih razlik, saj so bile vse p-
vrednosti višje od kritične vrednosti 0,05 (preglednica X). Sledila je analiza učinkov in 
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interakcije med faktorji. Z njo smo preverili, ali med tehnikama »ekstruzije« in 
»sonikacije« uspemo dokazati interakcijo. Če interakcije ne bi dokazali, bi pa dobili 
podatek o tem, koliko prispeva posamezna tehnika h zniţanju povprečne velikosti. 
Preglednica XI: Dvo-faktorska ANOVA statistični test za primerjavo ekstrudiranih in soniciranih filtriranih 
vzorcev proti kombinirani tehniki SE iz programa SPSS. Sig. – pomeni p-vrednost, df – stopnje prostosti 
Analiza učinkov in interakcije 
 
Vir df F Sig. 
Model 3 6,995 ,006 
Presečišče 1 84,620 ,000 
Ekstruzija 1 8,114 ,015 
Sonikacija 1 7,571 ,018 
Ekstruzija 
* 
Sonikacija 
1 5,300 ,040 
Napaka 12     
  Skupek 16 
Popravljen 
skupek 
15 
 
Pri filtriranih liposomih je bila interakcija med sonikacijo in ekstruzijo statistično značilna, 
kar je nakazovala p-vrednost, ki je bila niţja od 0,05 (p=0.04). Iz tega smo sklepali, da 
obstaja sinergističen učinek obeh tehnik proti manjši velikosti liposomov. Ne moremo 
komentirati posamičnega vpliva tehnike pri doprinosu zmanjšanja velikosti, zaradi 
obstoječe interakcije (preglednica XI, slika 18).    
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Slika 18: Graf povprečij (Z-Avg) za posamezno mehansko obdelavo pri filtriranih vzorcih 
 
5.1.2. ANALIZA NEFILTRIRANIH VZORCEV 
Vse statistične analize, ki smo jih izvedli pri filtriranih vzorcih, smo ponovili še pri 
nefiltriranih. 
Preglednica XII: Test normalnosti za nefiltrirane vzorce razdeljenih v dva bloka. Sig. – pomeni p-vrednost, df – 
stopnje prostosti 
  
Test normalnosti 
Shapiro-Wilk 
df Sig. 
Spodnji_blok_filtrirani 12 0.107 
Zgornji_blok_filtrirani 4 0.697 
  
Dobili smo normalno porazdelitev za oba bloka (Preglednica XII) in nadaljevali s testom 
ANOVA ter Kruskal-Wallis. 
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Preglednica XIII: ANOVA statističen test za nefiltrirane vzorce iz programa SPSS- Sig. – pomeni p-vrednost, df – 
stopnje prostosti. 
ANOVA 
Nefiltrirani 
 df F Sig. 
Med skupinami 3 30,568 ,000 
Znotraj skupin 12   
Skupaj 15   
Iz testa ANOVA za nefiltrirane vzorce razberemo, da obstaja statistična razlika med 
povprečjem velikosti posameznih kategorij, saj je p-vrednost niţja od 0,05 (p<0,0001) 
(Preglednica XIII) 
Preglednica XIV: Kruskal-Wallis statistični test. Sig. – pomeni p-vrednost, df – stopnje prostosti. 
Kruskal-Wallis 
  Z_Avg_NEfiltrirani 
df 3 
Asymp. 
Sig. 
.026 
 
Kruskal-Wallis je dal podobne rezultate kot ANOVA. P-vrednost je niţja od 0,05 
(p=0,026) in tudi tu lahko zavrnemo osnovno hipotezo, da so povprečja velikosti vseh 
mehanskih obdelav enaka. V obeh primerih smo lahko sprejeli alternativno hipotezo – 
povprečja velikosti liposomov se po kategorijah statistično razlikujejo (preglednica XIII, 
XIV).  
Preglednica XV: Levenov test homogenosti varianc za Nefiltrirane vzorce. Sig. pomeni p-vrednost 
Test homogenosti varianc 
Z_Avg_NEfiltrirani 
Levenov test Sig. 
  1.021 .418 
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Potrdili smo, da se variance po skupinah niso razlikovale oz. so bile homogene, saj je bila 
p-vrednost višja od 0,05 (p=0,418) (preglednica XV). Nadaljevali smo s post-hoc testom 
Turkey.  
Preglednica XVI: Tukey test multiple primerjave za nefiltrirane vzorce iz programa SPSS. Sig. – pomeni p-
vrednost. 
Multipla primerjava 
 
(I) Nefiltrirani 
Razlika 
povprečja 
(I-J) 
Std. 
Napaka Sig. 
95 % interval 
zaupanja 
Spodnja 
meja 
Zgornja 
meja 
NK E 434,22500
*
 56,02888 ,000 267,8808 600,5692 
S 419,80000
*
 56,02888 ,000 253,4558 586,1442 
S-E 457,01250
*
 56,02888 ,000 290,6683 623,3567 
E NK -
434,22500
*
 
56,02888 ,000 -
600,5692 
-
267,8808 
S -14,42500 56,02888 ,994 -
180,7692 
151,9192 
S-E 22,78750 56,02888 ,976 -
143,5567 
189,1317 
S NK -
419,80000
*
 
56,02888 ,000 -
586,1442 
-
253,4558 
E 14,42500 56,02888 ,994 -
151,9192 
180,7692 
S-E 37,21250 56,02888 ,909 -
129,1317 
203,5567 
S-E NK -
457,01250
*
 
56,02888 ,000 -
623,3567 
-
290,6683 
E -22,78750 56,02888 ,976 -
189,1317 
143,5567 
S -37,21250 56,02888 ,909 -
203,5567 
129,1317 
 
Vse kategorije so se statistično razlikovale od negativne kontrole (NK) (p<0,05), medtem 
ko med ostalimi tehnikami ni bilo statističnih razlik, podobno kot pri filtriranih vzorcih. 
Torej znotraj skupine nefiltriranih vzorcev nismo mogli identificirati razlik razen proti 
negativni kontroli (preglednica XVI). 
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Preglednica XVII: Dvo-faktorskega ANOVA statistični test za primerjavo ekstrudiranih in soniciranih 
nefiltriranih vzorcev proti kombinirani tehniki SE iz programa SPSS. Sig. – pomeni p-vrednost. 
Analiza učinkov in interakcije 
 
Vir df F Sig. 
Model 3 30,568 ,000 
Presečišče 1 150,778 ,000 
Ekstruzija 1 35,399 ,000 
Sonikacija 1 31,199 ,000 
Ekstruzija 
* 
Sonikacija 
1 25,105 ,000 
Napaka 12     
  Skupek 16 
Popravljen 
skupek 
15 
Analiza učinkov in interakcije je pokazala, da je šlo zopet za sinergističen učinek 
kombinirane tehnike S-E na velikost liposomov. P-vrednost interakcije je namreč manjša 
od 0,05 (p<0,0001). Zaradi prisotne interakcije zopet ne smemo komentirati posameznih 
prispevkov ekstruzije ali sonikacije (preglednica XVII, slika 19). 
 
Slika 19: Graf povprečij (Z-Avg) za posamezno mehansko obdelavo pri nefiltriranih vzorcih 
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Povzetek rezultatov prvega koraka je bil, da na splošno daje najmanjšo povprečno velikost 
kombinirana tehnika sonikacije in ekstruzije s filtracijo. Vendar smo se odločili, da bomo 
za naslednje korake raje uporabljali ekstruzijo s filtracijo. Soniciranju smo se namreč ţeleli 
izogniti zato, ker so lokalno energije zelo visoke in lahko prihaja do sprememb v tekočini, 
na primer nastanek koloidnega kristala, ki nam nato oteţuje ekstruzijo. Ekstruzija nam bo 
dala SUV, filtracija pa bo zmanjšala razpršenost velikosti liposomov in dala sterilnost 
produkta.   
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5.2. OPTIMIZACIJA PROTOKOLA ZA POVEČANJE 
UČINKOVITOSTI ENKAPSULACIJE  
Najprej smo izvedli pilotni poskus EF, da bi prišli do spoznanja, v katerem rangu 
enkapsulacije se sploh gibljemo. Osnovna raztopina fluoresceina je imela koncentracijo 1 
mg/mL. Naredili smo umeritveno premico s katero smo izračunali, koliko fluoresceina smo 
uspeli zapakirati v notranjost liposomov. 
 
Slika 20: Umeritvena premica fluoresceina za pilotni poskus učinkovitosti enkapsulacije po protokolu 2.1 
Iz enačbe premice (slika 20) smo dobili rezultat koncentracije fluoresceina znotraj 
liposomov, ki je bila 0,225 μg/mL. Izračunamo še odstotek enkapsulacije za protokol 2.1: 
𝐸𝐹1 =  
0,225 𝜇𝑔 /𝑚𝑙
1000 𝜇𝑔 /𝑚𝑙
∗ 100 = 0,0225 %. 
Po treh poskusih po protokolu 2.1 smo izračunali povprečje: 
𝐸𝐹𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒 č𝑒𝑛 =  
0,0225+ 0,0262+ 0,0308
3
= 0,0265 %. 
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Rezultat (EF=0,0265 %) ni bil zadovoljiv, zato smo se lotili optimizacije. Prva sprememba 
je bila zniţanje koncentracije fluoresceina v puferski raztopini fluoresceina, in sicer iz 1 
mg/mL smo prešli na 10 μg/mL.  
 
Slika 21: Umeritvena premica za poskus optimizacije učinkovitosti enkapsulacije z zmanjšanjem koncentracije 
fluoresceina po protokolu 2.2. 
Izračunamo še EF: 
𝐸𝐹1 =  
0,0552 µg/mL  
10 µg/mL  
∗ 100 = 0,552 % ~ 0,6 %. 
Ţe prvi poskus, pri katerem smo zmanjšali osnovno koncentracijo fluoresceina v vodni 
fazi, nam je dal za faktor 10 boljšo EF v primerjavi s prejšnjo izvedbo, ki je znašala 
pribliţno 0,027 %. Gre sicer za navidezno povišanje enkapsulacije, vendar je poskus sluţil 
za dovolj dobro izhodišče za prehod na preizkušanje vpliva HP in HV na EF. 
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Preglednica XVIII: Zbrani rezultati vseh priprav liposomov v optimizaciji drugega koraka poskusov. Znotraj 
stolpa ''Serija'' sta definirana tako HV [RPM], kot tudi HP [s]. Testirali smo vpliv višanja HV in HP na 
učinkovitost enkapsulacije liposomov, ki je tudi podana v zadnjem stolpcu ''EF'' v %. ID_poskusa le nakazuje na 
zaporedno številko poskusa. 
ID_ poskusa Serija EF (%) 
LIP1 200RPM 4s 0,478 
LIP2 200RPM 4s 0,682 
LIP3 200RPM 4s 0,357 
LIP4 200RPM 3s 0,527 
LIP5 200RPM 3s 0,986 
LIP6 200RPM 3s 0,584 
LIP7 200RPM 2s 0,555 
LIP8 200RPM 2s 0,734 
LIP9 200RPM 2s 0,563 
LIP10 600RPM 4s 0,957 
LIP11 600RPM 4s 2,26 
LIP12 600RPM 4s 1,45 
LIP13 600RPM 3s 1,59 
LIP14 600RPM 3s 2,56 
LIP15 600RPM 3s 2,34 
LIP16 600RPM 2s 3,64 
LIP17 600RPM 2s 4,55 
LIP18 600RPM 2s 7,19 
LIP19 800RPM 4s 3,02 
LIP20 800RPM 4s 7,79   
LIP21 800RPM 4s 10,2 
LIP22 800RPM 3s 4,73 
LIP23 800RPM 3s 4,82 
LIP24 800RPM 3s 3,38 
LIP25 800RPM 2s 2,73 
LIP26 800RPM 2s 6,63 
LIP27 800RPM 2s 6,29 
Iz rezultatov v tabeli (preglednica XVIII) lahko razberemo navidezen trend zviševanja EF 
tako pri zviševanju HV, kot tudi pri zviševanju HP. Znotraj istih HV (RPM) serij 
naraščanje EF skupaj z naraščanjem HP. Še bolj očiten pa je zagotovo preskok med 
različnimi serijami HV (200 proti 600 in 800) (preglednica XVIII). Statistiko tega dela je 
zaradi kompleksnosti opravil drug član naše raziskovalne skupine dr. Klemen Strojan.  
Poskus smo načrtovali kot dvofaktorski poskus v treh ponovitvah. Preverjali smo vpliv 
hitrosti mešanja (HV) in hitrosti dodajanja lipidov (HP) na učinkovitost enkapsulacije 
fluoresceina (EF). Izvedli smo analizo variance za dva fiksna dejavnika pri stopnji 
značilnosti 0,05. 
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Slika 22: Graf vpliva posamezne obravnave (HV+HP) na enkapsulacijsko efektivnost (EF). Pri vsaki obravnavi je 
prikazana aritmetična sredina treh neodvisnih poskusov (N=3) s 95% intervalom zaupanja. Vzorec (obravnava) se 
bere kot hitrost vrtenja (HV) v enotah ''obrati na minuto'' (RPM) in hitrost prenosa (HP) v enotah ''sekunda'' (s). 
Opazimo, da je blok serije s HV=200 RPM dal najniţje enkapsulacije skozi vse 
spremenljivke HP. Enkapsulacije serij blokov 600 in 800 RPM sta bili sicer višji, vendar bi 
tudi rekli, da je serija 800 RPM povprečno dala boljšo EF čez vse spremenljivke HP (slika 
22). Trend dvigovanja EF v odvisnosti od spremenljivke HP na prvi pogled ni čisto jasen, 
zanj bo potrebna bolj natančna analiza. Je pa jasen dvig EF, če gledamo izključno HV pri 
enakih vrednostih HP (npr. 200_3 proti 600_3 proti 800_3). 
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Slika 23: Učinkovitost enkapsulacije v odvisnosti od hitrosti mešanja 
 
Slika 24: Učinkovitost enkapsulacije v odvisnosti od hitrosti prenosa lipidne faze v vodno fazo 
Če izrišemo graf, ki prikazuje učinkovitost enkapsulacije v odvisnosti od hitrosti mešanja, 
še bolj jasno vidimo trend povečevanja EF s povečevanjem HV (slika 23), medtem ko na 
sliki 24 ni tako očitne povezave med EF in HP. Vse, kar lahko iz slike 24 razberemo je, da 
je HP 4s dala največ rezultatov nad 5 %.                                                                                                                                        
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Slika 25: Povprečja EF v odvisnosti od HP in HV s 95 % intervalom zaupanja. Sekanje povezave med povprečji 
nakazuje na moţnost interakcije med dejavnikoma. 
Tekom analize smo ugotovili, da poskusi niso bili izvedeni neodvisno, kar predstavlja 
precejšen problem z vidika analize. Poskusi z višjimi HV so bili izvedeni kasneje, kot 
poskusi z niţjimi HV, saj tehnično nismo mogli izvesti vseh poskusov hkrati. Gre za 
kršenje predpostavke o neodvisnosti poskusov. S statističnega vidika je spodnje 
nadaljevanje analize potrebno gledati s pridrţkom. 
 
Slika 26: Normalna krivulja in histogram za spremenljivko EF 
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Izrisali smo graf, da preverimo, ali rezultati izhajajo iz normalne porazdelitve. Porazdelitev 
ne sledi normalni porazdelitvi, zato smo v nadaljevanju transformirali podatke, s čimer 
smo pridobili normalno porazdelitev podatkov. 
Za linearni regresijski model je ključno, ali je varianca slučajnih napak konstantna za vse 
opazovane vrednosti vnaprej določenih neodvisnih spremenljivk (t. i. predpostavka o 
homoskedastičnosti) (48). Ţe iz slike 22 lahko opazimo, da variabilnost po skupinah ni 
enaka, zato predpostavka o homoskedastičnosti ni izpolnjena. Lotili smo se preverjanja 
homoskedastičnosti z grafičnimi prikazi rezidualov regresijskega modela.   
 
Slika 27: Reziduali linearnega regresijskega modela 
Predpostavka o homoskedastičnosti ni bila izpolnjena, kar lahko razberemo iz slike 27. Na 
normalnem Q-Q grafu vidimo kar nekaj odstopanj od sredinske premice, na kateri bi 
morali leţati reziduali modela. V takšnih primerih je včasih v pomoč transformacija 
odzivnih spremenljivk. Logaritmirali smo odzivno spremenljivko. 
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Slika 28: Reziduali modela logaritmirane odzivne spremenljivke 
Reziduali modela so bili po transformaciji sprejemljivi. Iz grafičnih prikazov na sliki 28 
razberemo (sklep narejen na podlagi Q-Q grafa), da so se podatki nato porazdeljevali 
normalno in smo lahko nadaljevali z analizo popolnega dvofaktorskega poskusa. Izvedli 
smo linearno regresijo.  
Preglednica XIX: Rezultati linearne regresije iz statističnega programa R. Primerjamo povprečja logaritmiranih 
učinkovitosti enkapsulacije po obravnavanjih. V programu R je p-vrednost prikazana kot vrednost Pr. 
 
Pri stopnji značilnosti 0,05 ničelno hipotezo zavrnemo v prid alternativni - povprečja 
logaritmirane učinkovitosti enkapsulacije po obravnavanjih niso enaka (p<0,001) 
(preglednica XIX) 
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Nadaljevali smo z analizo vpliva posameznih dejavnikov in njune interakcije. Preverili 
smo tri ničelne hipoteze: 
 Povprečja logaritmirane učinkovitosti enkapsulacije po HV so enaka, 
 Povprečja logaritmirane učinkovitosti enkapsulacije po HP so enaka, 
 Interakcija med HV in HP ni prisotna. 
Preglednica XX: Rezultati iz programa R za preverjanje vpliva posameznih dejavnikov na EF in njune 
interakcije. RPM – so obrati na minuto in predstavljajo spremenljivko HV, hitrost_dodajanja pa HP. V programu 
R je p-vrednost prikazana kot vrednost Pr. 
 
Pri stopnji značilnosti 0,05 smo zavrnili ničelno hipotezo o neprisotnosti interakcije med 
HP in HV (p=0,0128) (preglednica XX). Ker je bila interakcija statistično značilna, v 
nadaljevanju glavnih vplivov nismo analizirali. Sledila je analiza multiple primerjave, s 
katero smo skušali razloţiti interakcijo oz. Analizirali smo le smiselne kategorije. 
Preglednica XXI: Rezultati iz programa R za analizo kontrastov(multiple primerjave). Tabela poda p-vrednosti 
za morebitne statistične razlike med posameznimi obravnavanji. 
 
Preden smo se lotili interpretacije, smo rezultate povprečij in intervalov zaupanja iz 
preglednice XXI najprej še inverzno transformirali za laţjo razlago. 
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Preglednica XXII: Transformirana povprečja in meje intervalov zaupanja. Preglednica prikazuje povprečje EF 
po posamezni kategoriji oz. obravnavanju. L1 in L2 pa predstavljata spodnji in zgornjo mejo 95 % intervala 
zaupanja. 
 
Rezultati prikazani v preglednicah XIX in XX nakazujejo na prisotnost interakcije med 
hitrostjo mešanja (HV) in hitrostjo dodajanja lipidov (HP). Ker je interakcija statistično 
značilna (p=0,0128), ne moremo komentirati posameznih dejavnikov, lahko pa primerjamo 
povprečja učinkovitosti enkapsulacije med obravnavanji. Obravnavanje ţe povedano je 
kombinacija HV in HP. Skupno komentiramo rezultate preglednic XXI in XXII. Trdimo 
lahko, da se pri hitrosti mešanja 600 RPM hitrosti dodajanja lipidov (2 s in 4 s) med seboj 
statistično značilno razlikujeta v povprečni učinkovitosti enkapsulacije. Povprečje vzorcev 
pri HP=2 s je 4,9 % (3,1 %, 7,7 %), pri HP=4 s pa 1,5 % (0,9 %, 2,3 %). Hitrejše dodajanje 
lipidov tako poveča učinkovitost enkapsulacije. Trdimo lahko tudi, da se pri hitrosti 
dodajanja lipidov 3 s med seboj statistično značilno razlikujeta povprečni učinkovitosti 
enkapsulacije pri 200 in 800 RPM. Pri hitrosti mešanja 200 RPM je povprečje vzorcev 
enako 0,7 % (0,4 %, 1,1 %), pri hitrosti 800 RPM pa 4,3 % (2,7 %, 6,7 %). Skupno 
najboljši rezultat dobimo pri HP = 4s in HV= 800RPM in to znaša 6,2 %. Na podlagi 
te analize smo se odločili, da bomo od tu naprej pri pripravi liposomov uporabljali protokol 
800 RPM s 4 sekundnim prenosom. 
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5.3. OBDELAVA CELIC TROJNO NEGATIVNIH RAKA DOJKE Z 
LIPOSOMI Z VGRAJENIM VITAMINOM C 
5.3.1. TESTI ŢIVOSTI CELIC 
Kot omenjeno smo količine v protokolu prilagodili poskusom na celicah (glej protokol 3 v 
prilogah). Izvedli smo ponovno pripravo liposomov z enkapsuliranim fluoresceinom da bi 
preverili, ali je kljub modificiranemu protokolu EF še vedno pribliţno enaka.  
 
Slika 29: Umeritvena premica za fluorescein pri tretjem koraku poskusov 
Določili smo EF, ki je znašal 7,21 %. Spremenjen protokol torej ni vplival na EF, glede na 
to, da je bilo povprečje v prejšnjem koraku okrog 7 %. 
Naredili smo tri biološke ponovitve z dvema vrstama liposomov; praznih za kontrolo ter 
liposomov z vitaminom C. Za pozitivno kontrolo smo dodali prost vitamin C koncentracije 
(5 mmol/L). Pri poskusih ostalih članov skupine SNBA je ta koncentracija izkazala dobro 
citotoksično delovanje. Za liposome z vitaminom C smo nanesli koncentracije 20000 
μg/mL, 10000 μg/mL, 1000 μg/mL in 100 μg/mL. Za prazne liposome pa 10000 μg/mL, 
1000 μg/mL in 100 μg/mL. Koncentracijo 20000 μg/mL smo nanesli le za prikaz trenda.  
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Slika 30: Prikaz povprečne ţivosti s 95 % intervalom zaupanja celic MDA-MB-231 po 48 h inkubaciji z različnimi 
obdelavami. Simbol ''k'' označuje 1000-kratnik dane koncentracije. Kratica C_Vit_Lip označuje vzorce 
liposomov, ki so polnjeni z vitaminom C. Kratica Praz_Lip označuje prazne liposome. VitC je kratica celice 
obdelane s prostim vitaminom C. NK – negativna kontrola, DV – dializna voda(voda po končani dializi), 
Fluorescein označuje vzorce celic obdelane s prostim fluoresceinom. Vse koncentracije so v enoti μg/mL. V sredini 
grafov so prikazane točne aritmetične sredine ţivosti v %. Izvedene so bile 3 biološke ponovitve vsakega poskusa 
(N=3) z nanosom v duplikatu. 
Prost vitamin C kot pozitivna kontrola dobro deluje, saj ţivost pade skoraj na 0 %. Vsi 
rezultati so bili normirani glede na NK. Voda po končani dializi (Dializna voda) in prost 
fluorescein (raztopina fluoresceina, ki ni vezana v liposome) tudi vplivata na ţivost celic 
MDA-MB-231, vendar je ta odstotek tako majhen, da je zanemarljiv. Znotraj napake lahko 
trdimo, da je zniţanje ţivosti enako 0 % (slika 30). 
Pri seriji liposomov z vitaminom C vidimo, da gre trend ţivosti navzdol s povečevanjem 
koncentracije liposomov. Vendar pa z danim produktom nismo dobili takšnega učinka, kot 
smo ga pričakovali ali ţeleli. Glede na rezultate je obdelava celic s prostim vitaminom C še 
vedno bolj učinkovito kot liposomska oblika tega istega vitamina (slika 30). 
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Druga zanimivost rezultatov pa se kaţe v boljšem citotoksičnem delovanju praznih 
liposomov v primerjavi s polnjenimi. Pri vseh ravneh koncentracij namreč prazni liposomi 
dajejo povprečno boljše rezultate kot z vitaminom C polnjeni liposomi. Če na primer 
pogledamo koncentracijo 10000 μg/mL pri obeh variantah vidimo, da je ţivost liposomov 
z vitaminom C 68,5 %, praznih liposomov pa pribliţno 60,5 %. Torej pribliţno za 8 % 
boljše citotoksično delovanje praznih liposomov proti polnimi (slika 30). Tu 
predvidevamo, da gre za potencialno antioksidativno delovanje vitamina C pri polnih 
liposomih.  
Padec preţivetja z naraščanjem koncentracije tako polnih in praznih liposomov pa lahko 
razloţimo z delovanjem ukleščenega etanola, ki narašča sorazmerno s povečevanjem 
koncentracije samih liposomov. Ali gre za značilno razliko smo preverili tudi z nekaj 
statističnimi testi, ki so navedeni kasneje. 
Iz stališča uporabe liposomov z vitaminom C smo omejeni z dveh vidikov. Prvič smo 
omejeni s tem, kolikšno koncentracijo liposomov lahko sploh odmerjamo morebitnim 
bolnikom. Drug vidik pa je, da bi očitno za citotoksičen učinek morali doseči višje 
koncentracije oziroma višjo enkapsulacijsko učinkovitost. Potrebno bi bilo več poskusov.  
Poudariti je tudi treba, da smo vitamin C uporabili predvsem kot modelno vodotopno 
učinkovino, ki je poceni in za katero smo imeli dokazano protirakavo delovanje na modelu 
celic MDA-MB-231. Za boljši citotoksičen učinek liposomov z vitaminom C bi bilo 
smiselno, da bi naredili ponovno optimizacijo učinkovine, torej izrecno za sam vitamin C. 
Opazili smo, da ne dosegamo dovolj velikega zniţanja ţivosti na celicah MDA-MB-231. 
Druga predlagana aplikativna smer pa je, da bi s temi istimi liposomi skušali raje 
raziskovati antioksidativno delovanje vitamina C. Stvar je smiselna, saj za antioksidativne 
učinke ne potrebujemo tako velikih koncentracij vitamina C kot za citotoksične učinke. 
Nekaj raziskav na tem področju je ţe opravljenih, prav tako pa so v uporabi in na trţišču ţe 
podobni produkti (26, 49).  
LIPOSOMSKI VITAMIN C IN PLAZEMSKE KONCENTRACIJE 
V uvodu izpostavljena trditev Davis et al (36), da »liposomsko enkapsuliran vitamin C 
dosega višje plazemske koncentracije per os v primerjavi z neliposomskim, vendar vseeno 
niţje kot pri intravenski aplikaciji«, si zasluţi nekaj dodatne obrazloţitve. 
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Če primerjamo koncentracije učinkovine v plazmi po i.v aplikaciji in iste učinkovine v 
liposomski farmacevtski obliki per os, bo koncentracija v plazmi po i.v aplikaciji višja. 
Razlog je v tem, da so nativni
3
 liposomi izpostavljeni vsem oviram per os aplikacije. V 
literaturi se največ govori o slabi stabilnosti liposomov v gastrointestinalnem traktu in 
posledičnem »puščanju« vsebine (učinkovine). Drug velik razlog, da konvencionalni 
liposomi ne dosegajo dobre biouporabnosti, je slaba permeabilnost čez intestinalni epitelij. 
Hisheng et al (50) podajajo razloge kot so relativno večja velikost v primerjavi s prosto 
učinkovino, prisotnost različnih epitelnih ovir in slabše pripenjanje na črevesno sluznico 
oz. prekratek čas zadrţevanja na njej. Poleg tega per os liposome spremljajo še nezmoţnost 
izdelave kvalitetnega masovnega produkta (»scale up«) in na drugi strani velika 
variabilnost med pripravljenimi serijami produkta, kar je značilno za vse nanoformulacije 
(50, 13). 
Zvišanje permeabilnosti in stabilnosti nativnih liposomov doseţemo z modificiranjem 
lipidnega dvosloja. Pripenjanje polimerov in ligandov zviša dani lastnosti, v literaturi pa se 
največ omenja polietilen glikol, protitelesa, različne peptide in ogljikove hidrate (pektin, 
polisaharidi) ter vse moţne kombinacije med njimi. Na ta način sicer izboljšamo biološko 
uporabnost, vendar le-ta še zmeraj ni tako visoka, kot pri i.v aplikaciji, kjer se 
predpostavlja 100% biološka uporabnost (51, 50). 
Če primerjamo učinkovino zapakirano v konvencionalnih farmakoloških oblikah (na 
primer v obliki tablete) in enako učinkovino enkapsulirano znotraj modificiranega 
liposoma, slednji dajejo veliko boljšo biološko uporabnostt. Dobro biološko uporabnost 
doseţejo z varovanjem učinkovine v GI in pred pred-sistemskim metabolizmom. Poleg 
tega so liposomi biokompatibilni prenašalci, kar pomeni, da ţe sami po sebi povečujejo 
biološko uporabnost, kljub ţe prisotnim pozitivnim efektom kot nanoprenšalca. Ta lastnost 
izhaja iz njihovega lipidnega dvosloja, saj se bolje pripenjajo na biološke membrane, 
povečujejo topnost slabo-topnih učinkovin in so primerni kandidati tudi za prenos 
učinkovine v limfo (52, 36). 
                                                 
 
 
3
 Izraz ''nativni'' ali ''konvencionalni'' liposomi se v literaturi uporablja za kategorizacijo liposomov, ki niso 
obdelani ali spremenjeni v kakršni koli smeri. 
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Postavlja se tudi vprašanje, zakaj potem ni več liposomskih formulacij za i.v aplikacijo. Če 
primerjamo i.v aplikacijo proste učinkovine proti i.v liposomko enkapsulirane učinkovine, 
je potrebno omeniti, da so nativni liposomi (torej nemodificirani) podvrţeni hitri 
odstranitvi iz krvi in končajo v organih in tkivih retikoloendotelnega sistema (vranica, 
jetra, pljuča). Za očiščenje so predvsem odgovorni opsonini in makrofagi. Posledično pa 
dobimo niţje plazemske koncentracije učinkovine, kot če bi jo aplicirali i.v direktno (51, 
50, 53). 
 
5.3.2. STATISTIČNA ANALIZA TESTA ŢIVOSTI CELIC 
Hipoteza je bila, da med liposomi z vitaminom C in praznimi liposomi ni razlik v vplivu na 
ţivost celic. Najprej smo pogledali, ali se podatki porazdeljujejo normalno. 
Preglednica XXIII: Rezultati testa normalne porazdelitve podatkov. Sig. pomeni p-vrednost 
Test normalne porazdelitve podatkov 
  
Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk 
df Sig. 
 
df Sig. 
 Viabilnost_procenti 18 0.2 
 
18 .154 
   
Podatki so izhajali iz normalne porazdelitve, kar nam pove p-vrednost, ki je višja od 0,05 
(p=0,154), s čimer nismo mogli zavreči osnovne hipoteze (preglednica XXIII). Nadaljevali 
smo z ANOVA testom. 
Preglednica XXIV: ANOVA test primerjave razlik v viabilnosti celic med skupinami. Sig. pomeni p-vrednost 
ANOVA 
Viabilnost_procenti 
  df F Sig. 
Med 
skupinami 
5 2.964 .057 
Znotraj 
skupin 
12     
Skupaj 17     
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Glede na rezultate ANOVA testa (preglednica XXIV) smo sklepali, da je med skupinami 
prisotna razlika v vplivu na ţivost celic. Natančno med katerimi razlikami, je prikazala 
primerjava med skupinami. Ker nas je zanimala le razlika ţivosti pri enakih koncentracijah 
polnih in praznih liposomov, smo primerjavo izvedli s t-testom. 
Preglednica XXV: Neodvisni t-Test za primerjavo vpliva na ţivost celic med polnimi in praznimi liposomi pri 
koncentraciji 10 000 μg/mL. Sig. - p vrdnost, 10k - koncentracija 10 000 μg/mL 
t-test za neodvisna vzorca 
  
Levenov test 
enakosti varianc t-test za enakosti povprečij 
F Sig. t df 
Sig. (2-
stranski) 
Viabilnost_10k enake variance 
predpostavljenje 
.001 .973 -4.051 4 .015 
enake variance 
niso 
predpostavljenje 
    -4.051 3.989 .016 
 
Preglednica XXVI: Neodvisni t-Test za primerjavo vpliva na ţivost celic med polnimi in praznimi liposomi pri 
koncentraciji 1000 μg/mL. Sig. - p vrdnost, 1k - koncentracija 1000 μg/mL 
t-test za neodvisna vzorca 
  
Levenov test enakosti varianc t-test za enakosti povprečij 
F Sig. t df 
Sig. (2-
stranski) 
Viabilnost_1k enake variance 
predpostavljenj 
8.030 .047 -.637 4 .559 
enake variance 
niso 
predpostavljenje 
    -.637 2.069 .588 
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Preglednica XXVII: Neodvisni t-Test za primerjavo vpliva na ţivost celic med polnimi in praznimi liposomi pri 
koncentraciji 100 μg/mL. Sig. - p vrdnost, 100 - koncentracija 100 μg/mL 
t-test za neodvisna vzorca 
  
Levenov test enakosti varianc t-test za enakosti povprečij 
F Sig. t df Sig. (2-tailed) 
Viabilnost_100 enake variance 
predpostavljenj 
4.611 .098 -.428 4 .691 
enake variance 
niso 
predpostavljenje 
    -.428 2.530 .702 
 
Glede na vse t-teste (preglednice XXV, XXVI, in XXVII)  in pripadajoče p-vrednosti 
lahko rečemo, da je bila značilna razlika povprečij med polnjenimi in praznimi liposomi le 
v seriji vzorcev s koncentracijo 10000 μg/mL. Tam je bila p-vrednost manjša od 0,05 
(p=0,015). Tako smo zavrgli osnovno hipotezo in sprejeli alternativno - med liposomi z 
vitaminom C in praznimi liposomi so razlike v vplivu na ţivost celic, in sicer pri 
koncentraciji 10000 μg/mL v prid praznih liposomov. Pri ostalih dveh koncentracijah 
(1000 in 100 μg/mL) med skupinama ni statistične razlike (p>0,05).  
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5.3.3. MIKROSKOPIRANJE 
Vzporedno z določanjem preţivetja celic smo analizirali tudi potencialen vpliv vitamina C 
na morfologijo celic. Slike prikazujejo MDA-MB-231 celice v negativni kontroli ter po  
obdelavi z ostalimi formulacijami. 
Celice vzorca negativne kontrole nam kaţejo osnovno stanje in morfologijo celic MDA-
MB-231. Celice so nekoliko razpotegnjene in imajo razmeroma okroglo obliko samega 
jedra celice (slika 31). 
 
Slika 31: 10x povečava celic na mikroskopu EVOS  – negativna kontrola 
Pri 2x povečavi vidimo razliko v koncentraciji celic med vzorcem negativne kontrole in 
vzorcem prostega vitamina C koncentracije 5 mmol/l. Celice negativne kontrole imajo 
normalno morfologijo in kaţejo znake pritrjenosti na površino vdolbinice MTP s 24 
vdolbinicami. Plavajoče in mrtve celice so videti le kot okrogle pike (slika 32 proti sliki 
33). 
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Slika 32: 2x povečava na mikroskopu EVOS - vzorec negative kontrole 
Celice obdelane z vzorcem prostega vitamina C koncentracije 5 mmol/l so videti 
razredčene, kar lahko pripisujemo citotoksičnemu učinku vitamina C. Vidimo le 
posamezne celice večinoma nepravilnih oblik (slika 32). 
 
Slika 33: 2x povečava celic na mikroskopu EVOS obdelanih s prostim vitaminom C  koncentracije 5mmol/l 
Celice obdelane z najvišjo koncentracijo liposomskega vitamina C so videti malce 
razredčene, vendar ne toliko, kot vzorec obdelan s prostim vitaminom C. To se tudi ujema 
z rezultati testa ţivosti celic z barvilom Hoechst 33342. Določene celice ohranjajo svojo 
naravno morfologijo, najdemo pa tudi plavajoče celice (slika 34). 
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Slika 34: 2x povečava celic na mikroskopu EVOS obdelanih z liposomi z vitaminom C koncentracije 20 000 μg/mL 
Večja povečava nam bolj nazorno prikaţe razlike med celicami vzorca negativne kontrole 
in celic obdelanih z liposomi z vitaminom C. Slednje so nekoliko nenavadnih in 
nepravilnih oblik, nekatere so videti plavajoče. Nekatere so tudi videti napihnjene. 
Kroglice oz. mehurčki znotraj napihnjenih delov pa spominjajo na maščobne mehurčke. To 
ni presenetljivo, saj smo predvideli, da lahko lipidi v liposomih delujejo tudi kot hranilo. Z 
drugimi besedami – liposomi se ''najejo'' lipidov, kar bi potencialno lahko pripomoglo k 
njihovi rasti oz. prevladi nad citotoksičnim učinkom (slika 35 proti sliki 31). 
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Slika 35: 10x povečava celic na mikroskopu EVOS obdelanih z liposomi z vitaminom C koncentracije 20 000 
μg/mL.  
Pogledali smo še vzorce celic s obdelanih s praznimi liposomi. Celice so prav tako videti 
nekoliko razredčene, vendar manj kot pri sliki z liposomi z vitaminom C. To se zopet 
ujema tudi s testom ţivosti, saj je liposomska  koncentracija vitamina C (20 000 μg/mL) 
dajala večjo citotoksičnost kot koncentracija 10 000 μg/mL praznih liposomov (glej sliki 
36 in 33). V primerjavi z vzorcem negativne kontrole jih je vidno manj, poleg tega imajo 
nekatere nepravilne oblike in so napihnjene (slika 36 proti 32).   
 
Slika 36: 2x povečava celic na mikroskopu EVOS obdelanih z praznimi liposomi koncentracije 10 000 μg/mL 
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5.3.4. PCS IN ZETA POTENCIAL ANALIZA 
Izvedli smo tudi meritev PCS in Zeta potenciala, da smo določili porazdelitev velikosti, 
morebitno zlivanje liposomov in površinski naboj. Povprečni zeta potencial je znašal -3,89 
mV. Porazdelitev zeta potenciala je bila okoli ničle, z vrednostmi zeta potenciala od 
pribliţno +20 mV do -20 mV. Nizek zeta potencial bi bil lahko na račun lipidov Lipoid 
S75, saj ti nimajo velikega naboja. Nizek zeta potencial pa še ne pomeni nestabilne 
suspenzije. Na daljši časovni rok nismo opazili posedanja. Prav tako lahko trdimo, da ni 
prišlo do prevelikega zlivanja liposomov med seboj, vsaj glede na meritve PCS v dveh 
različnih časovnih točkah (slika 38), kar ni presenetljivo saj obstajajo tudi druge vrste 
stabilizacije (sterična, biološka …), pri liposomih pa gre večinoma za sterično stabilizacijo. 
 
Slika 37: Povprečna porazdelitev Zeta potenciala za liposome pripravljene s končnim protokolom (protokol 3.0) v 
koraku preverjanja vpliva liposomskega vitamina C na celično linijo MDA-MB-231. Merjeno v rastnem gojišču za 
celice. 
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Za naključni vzorec liposomov smo izvedli PCS meritev v dveh različnih časovnih točkah. 
Izrisali smo še graf velikostne porazdelitve za obe časovni točki. Imamo dobro stabilnost 
formulacije, saj je zamik vrhov minimalen, zlasti glede na razliko v času meritev, ki je 
znašala skoraj dva meseca. Z-Avg za prvo meritev je znašal 94,38 nm, za iste liposome, 
merjene v drugi časovni točki, pa 99,32 nm. Rahel porast Z-Avg vrednosti je na račun 
minimalnega zlivanja liposomov, kar je tudi normalen proces (slika 38). 
Preglednica XXVIII: Zbrane povprečne velikosti (Z-average) praznih in liposomov z vitaminom C skupaj s 
polidisperznim indeksom (PdI) merjeni v rastnem gojišču za celice.  N=3 na vsako kategorijo. 
Polni povprečje 
 
Prazni povprečje 
Z-Avg PdI 
 
Z-Avg PdI 
147.567 0,352333 
 
175.667 0,369667 
 
Med praznimi in polnimi liposomi imamo nekaj razlik v povprečni velikosti (Z-avg). 
Polidisperzni indeks pa je praktično enak (preglednica XXVIII). 
  
Slika 38: Primerjava PCS meritev liposomov št. 5 pripravljenih v fazi optimizacije s fluoresceinom (set 
poskusov 2) v dveh časovnih točkah. Meritve so bile opravljene v vodi, razlika v času med meritvama pa 
pribliţno 2 meseca (57dni).  Prikazani sta porazdelitvi velikosti za vsako časovno meritev posebej. Liposomi so 
bili pripravljeni po protokolu 2.2. 
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5.4. MOŢNE IZBOLJŠAVE MAGISTRSKEGA DELA 
Eksperimentalni del sluţi za zelo dobro izhodišče za nadaljnje raziskave, lahko pa bi uvedli 
nekaj izboljšav. Z uporabo modelne spojine fluoresceina smo z optimizacijo priprave 
liposomov bistveno izboljšali učinkovitost enkapsulacije (iz 0,023 % na povprečno 6,2 %). 
Slabost tega je, da ne vemo natančno, koliko vitamina C je prisotnega znotraj liposomov. 
Količino namreč predvidevamo na osnovi rezultatov enkapsulacije fluoresceina. Količino 
vitamina C bi lahko preverili na primer z analizo HPLC. Poleg tega bi bilo smiselno delati 
optimizacijo za specifično učinkovino, ki bi jo imeli namen uporabiti. Če bi izvedli 
optimizacijo liposomov z vitaminom C, bi verjetno povečali njegovo količino znotraj 
liposomov, posledično pa tudi učinke, če bi jih ponovno uporabili na celicah MDA-MB-
231.  
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6. SKLEP 
Namen te magistrske naloge je bila postavitev protokola priprave liposomov z ţelenimi 
fizikalno-kemijskimi lastnostmi, s končnim namenom uporabe v raziskovalne namene. Za 
pripravo liposomov smo si izbrali injekcijsko metodo z etanolom. Testirali smo različne 
mehanske pristope (ekstruzijo, sonikacijo in filtracijo in njihove kombinacije) in njihov 
vpliv na velikost pripravljenih liposomov. Zanimalo nas je, katera izmed teh bi dala 
populacijo liposomov s primerno velikostjo in optimalno učinkovitost enkapsulacije. 
Ugotovili smo, da je prisoten sinergističen učinek med soniciranjem in ekstruzijo, saj s 
kombinacijo obeh metod pridobimo manjše liposome kot z vsako metodo posebej. 
Filtracija na sinergizem ne vpliva. S filtracijo doseţemo oţjo porazdelitev velikosti 
liposomov in manjši Z-average ter sterilnost končnega produkta. Za naše potrebe se je 
izkazala najbolj smiselna uporaba kombinacije ekstruzije s filtracijo. Tekom optimizacije 
učinkovitosti enkapsulacije smo ugotovili, da obstaja statistično pomembna interakcija 
(p=0,0128) med hitrostjo prenosa lipidne faze v vodno (HP) in hitrostjo mešanja (HV). 
Zaradi tega nismo mogli določiti vpliva posameznih dejavnikov, lahko pa smo primerjali 
povprečja učinkovitosti enkapsulacije med obravnavanji. Obravnavanje je kombinacija 
obeh dejavnikov HV in HP. Z linearno regresijo smo ugotovili, da imajo liposomi 
pripravljeni z 800 RPM pri hitrosti prenosa 4 s najboljšo povprečno učinkovitost 
enkapsulacije (6,2 %). Na rakavi celični kulturi MDA-MB-231 smo s testom ţivosti 
preverili, kako liposomi polnjeni z vitaminom C, delujejo kot modelni dostavni sistem.  
Prosti vitamin C (pozitivna kontrola) je na celice MDA-MB-231 deloval najbolj 
citotoksično. Liposomi z vitaminom C so imeli šibek citotoksični učinek, presenetljivo, da 
celo šibkejšega od prazne oblike liposomov, kar bi lahko razloţili z antioksidantivnim 
delovanjem vitamina C. To je pokazala tudi statistična analiza, a le pri eni koncentraciji 
liposomov. Prazni liposomi  pri koncentraciji 10000 μg/mL so bolj citotoksični v 
primerjavi z liposomi z vitaminom C (p=0,015). V splošnem rezultati nakazujejo 
koncentracijsko odvisno citotoksično delovanje višjih koncentracij liposomov, kar bi lahko 
razloţili kot posledico nepopolno odstranjenega enkapsuliranega etanola.  
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8. PRILOGE 
8.1. PROTOKOLI 
8.1.1. PROTOKOL 1.0 
- Puferska(vodna) raztopina 60 mL 
- Etanolna raztopina lipidov 50 mL 
- Prenos bo 50 mL lipidne faze v 60 mL vodne faze  
Lipidno fazo segrejem na 60 
o
C  
Vodno fazo segrejem na 70 
o
C 
- Hitrost vrtenja 600 RPM, hitrost prenosa 4s  
- Čas mešanja 30 min pri 80 oC 
- Dodatek 5 mL 1x PBS po 15 min. mešanja 
- Koncentriranje do 50 mL 
- Ekstruzija čez 100 nm 
- Dializa preko noči 
- Filtracija preko 0,2 µm filtra  
- Tehtanje na termogravimetrični tehtnici.  
 
8.1.2. PROTOKOL 2.1 
- Puferska raztopina fluoresceina 30 mL s koncentracijo fluoresceina 1 mg/mL – 
vodna faza 
- Etanolna raztopina lipidov 15 mL – lipidna faza 
- Prenos bo 15 mL lipidne faze v 30 mL vodne faze  
Lipidno fazo segrejem na 60 
o
C  
Vodno fazo segrejem na 70 
o
C 
- Hitrost vrtenja 600 RPM 
- Hitrosti prenosa 4s 
- Čas mešanja 35 min pri 90 oC 
- Dodatek 5 mL 1x PBS po 15 min. mešanja. 
- Koncentriranje do cca. 20 mL 
- Ekstruzija čez 400 nm, nato še čez 100 nm 
- Dializa preko noči, nato menjava dializne vode in druga dializa najmanj 3 h. 
- Filtracija preko 0,2 µm filtra  
- Tehtanje na termogravimetrični tehtnici. 
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8.1.3. PROTOKOL 2.2 
- Puferska raztopina fluoresceina 30 ml s koncentracijo fluoresceina 10 µg/ml – 
vodna faza 
- Etanolna raztopina lipidov 15 mL – lipidna faza 
- Prenos bo 15 mL lipidne faze v 30 mL vodne faze  
Lipidno fazo segrejem na 60 
o
C  
Vodno fazo segrejem na 70 
o
C 
- Hitrost vrtenja in hitrosti prenosa različne 
- Čas mešanja 35 min pri 90 oC 
- Dodatek 5 mL 1x PBS po 15 min. mešanja. 
- Koncentriranje do cca. 20 mL 
- Ekstruzija čez 400 nm, nato še čez 100 nm 
- Dializa preko noči, nato menjava dializne vode in druga dializa najmanj 3 h. 
- Filtracija preko 0,2 µm filtra  
- Tehtanje na termogravimetrični tehtnici. 
8.1.4. PROTOKOL 3.0 
- Puferska raztopina vitamina C* 30 mL – vodna faza 
- Etanolna raztopina lipidov 15 mL – lipidna faza 
- Prenos bo 15 mL lipidne faze v 30 mL vodne faze  
Lipidno fazo segrejem na 60 
o
C  
Vodno fazo segrejem na 70 
o
C 
- Hitrost vrtenja 800RPM in hitrosti prenosa 4s 
- Čas mešanja 35 min pri 90 oC 
- Dodatek 5 mL 1x PBS po 15 min. mešanja. 
- Koncentriranje do cca. 20 mL 
- Ekstruzija čez 400 nm, nato še čez 100 nm 
- 1x dializa – preko noči 
- Filtracija preko 0,2 µm filtra  
- Tehtanje na termogravimetrični tehtnici. 
*  Vodna faza vsebuje (na 100 mL) 5 mL 10x PBS in 2,4 g vitamina C za korigiranje 
osmolarnosti. 
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Preglednica XXIX: Zbrani podatki in razlike različnih protokolov priprave liposomov 
Parameter Protokol 1.0 Protokol 2.1 Protokol 2.2 Protokol 3.0 
Vodna faza 60 mL 30 mL 30 mL 30 mL 
Lipidna faza 50 mL 15 mL 15 mL 15 mL 
Prenos 50 mL v 60 mL 15 mL v 30 mL 15 mL v 30 mL 15 mL v 30 mL 
Hitrost prenosa 4 s 4 s 2, 3 ali 4 s 4 s 
Hitrost vrtenja 
600 RPM 600 RPM 
200, 600 ali 
800 RPM 
800 RPM 
Temp. lip. faze 60 oC 60 oC 60 oC 60 oC 
temp vodne faze 70 
oC 70 oC 70 oC 70 oC 
Čas mešanja 30 min 35 min 35 min 35 min 
Temperatura med 
mešanjem 
80 oC 90 oC 90 oC 90 oC 
Koncentracija do volumna 50 mL 20 mL 20 mL 20 mL 
Ekstruzija (velikost 
membrane) 
100 nm 400 + 100 nm 400 + 100 nm 400 + 100 nm 
Dializa 
1x preko noči 
1x preko noči 
+ 3 h 
1x preko noči 1x preko noči 
Filtracija filter  0,2 µm filter  0,2 µm filter  0,2 µm filter  0,2 µm 
konc. Fluoresceina / 1 mg/mL 10 µg/ml / 
Masa vitamina C / / / 2,4 g 
 
